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RESUME 
Les Hedgehogs (Hh) sont des morphogenes multifonctionnels qui ont des roles importants 
dans l'embryogenese et la morphogenese de plusieurs organes. Leur role dans le 
developpement de la glande gastrique humaine n'est pas connu. Peu est connu de la 
signalisation Hh, plus precisement de Sonic Hedgehog (Shh), dans la glande gastrique 
humaine adulte, autant dans sa localisation et son association aux differents types 
cellulaires gastriques que dans son role fonctionnel dans cet organe. Les modeles murins 
de deletion classique des molecules de la signalisation Hh subissent, dans la grande 
majorite, une mort neonatale ou au stade somites rendant ces modeles inutiles pour 
l'etude du maintien de l'homeostasie du tube digestif adulte, autant au niveau de l'intestin 
que de l'estomac. Dans un premier temps, les patrons d'expression des differents genes 
cles impliques dans la voie de signalisation Hh dans le developpement foetal humain de la 
glande gastrique ont ete determines a l'aide de tissus gastriques fcetaux ages entre 14 et 20 
semaines de gestation. Dans un deuxieme temps, les roles fonctionnels et physiologiques 
de Shh, dans l'homeostasie de l'intestin adulte et dans la morphogenese et homeostasie de 
l'estomac ont ete elucides par la generation de souris possedant une deletion 
conditionnelle de Shh a 1'epithelium de l'intestin ou de l'estomac a l'aide du systeme 
Cre/loxP. 
L'analyse des patrons d'expression des ligands SHH et Indian Hedgehog (IHH), des 
recepteurs PATCHED et SMOOTENED, des effecteurs GLI et de genes cibles de la voie 
de signalisation Hh dans la glande gastrique humaine en developpement, a confirme la 
presence de la majorite de ces proteines des 14 semaines de gestation. Ces effecteurs 
n'ont ete detectes qu'au niveau des cellules a mucus de surface, des cellules du foveolae 
et des cellules zymogeniques mais pas au niveau des cellules parietales. L'expression 
strictement epitheliale de presque toutes ces proteines suggere fortement 1'activation 
exclusivement autocrine de cette voie de signalisation dans la glande gastrique humaine 
foetale. Ces patrons d'expression different de ceux retrouves dans la glande gastrique 
murine foetale ou adulte. 
L'etude du modele murin V////«e-Cre;SMIoxP/loxP, qui possede une deletion de Shh a 
l'epithelium intestinal, a permis d'elucider les roles fonctionnels de Shh dans 
l'homeostasie de l'intestin. Nous avons constate que Shh a un role specifique dans 
l'homeostasie intestinale puisque les souris experimentales presentent un allongement 
villositaire. Shh est egalement implique dans la maturation des cellules caliciformes et 
dans l'inhibition de la proliferation epitheliale intestinale. Les resultats montrent aussi 
que Ihh semble, quant a lui, avoir un role compensateur puisqu'il se relocalise dans les 
regions qui expriment normalement Shh. 
L'etude du modele murin Foxa3-Cre;ShhloxPnoxP, qui possede une deletion de Shh dans 
1'epithelium gastrique, a permis d'elucider les roles de Shh dans le developpement et le 
maintien de la glande gastrique. Nous avons determine que Shh a un role dans la 
morphogenese de la glande gastrique et dans le maintien de ce dernier. En effet, 
1'architecture foveolae-glande est fortement affectee par la perte epitheliale de Shh. Les 
resultats demontrent egalement que Shh a un role determinant dans la differentiation des 
cellules parietales puisque ces dernieres sont absentes chez les souris experimentales. 
Mots cles : Shh et Ihh, Cellules epitheliales intestinales et gastriques, Facteur de 
transcription Gli, Bmp, Morphogenese. 
A la memoire de mon 
grand-pere Jean-Claude 
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INTRODUCTION 
1. Les proteines Hedgehogs 
1.1. Generalities 
Les Hedgehogs (Hh) sont une famille de proteines qui comporte trois membres soit; Sonic 
hedgehog (Shh), Indian hedgehog (Ihh) et Desert Hedgehog (Dhh) chez les mammiferes. 
Les divers Hh ont plus de 90% d'homologie entre leurs sequences (LEES et SATSANGI, 
2006) et leurs genes sont tres conserves entre la souris et l'homme. L'expression de un ou 
plusieurs des membres des Hh est ubiquitaire a tous les epitheliums. Cependant seules les 
formes Shh et Ihh se retrouve au niveau du tube digestif (ECHELARD et al, 1993). Les 
Hh sont classes dans la categorie des morphogenes c'est-a-dire des facteurs produits par 
un type cellulaire precis et qui vont diffuser pour former un gradient de concentration 
affectant la determination des cellules dans un tissu. Ce concept se traduit par le modele 
du drapeau Fran§ais (Figure 1): les cellules indifferenciees dans un tissu ont la possibilite 
de se differencier en trois differents phenotypes soit bleu, blanc ou rouge selon leur 
distance par rapport aux cellules qui produisent le morphogene (WOLPERT, 1996 et 
VAN DEN BRINK, 2007). 
Seuils 
u 
0 % 8 O J » ) 0 
k 
0 0 " 0 0 0 
u 
Phenotypes cellulaires A A B B C C 
Figure 1: Le modele du drapeau Francois du mecanisme d'action d'un morphogene 
Les cellules indifferenciees (gauche) peuvent choisir parmi trois differents devenirs 
cellulaires (bleu, blanc ou rouge). La determination cellulaire est specifiee selon la 
position de la cellule par rapport a une production localisee d'un morphogene. 
Dependamment de leur distance de la source du morphogene, les cellules vont acquerir 
des phenotypes distincts lors de leur differenciation (adaptee de WOLPERT, 1996). 
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Les Hh sont essentiels a l'embryogenese et a l'organogenese de plusieurs organes 
(NUSSLEIN-VOLHARD et WIESCHAUS, 1980) tels que le poumon, le cceur, le tube 
digestif, le systeme nerveux central (RUIZ et ah, 2002) et les membres (MCMAHON et 
ah, 2003). lis sont egalement impliques dans plusieurs fonctions cellulaires telles la 
polarite (BEALES, 2006), la differentiation, le maintien des cellules souches (BARON, 
2003) et l'etablissement de l'axe gauche-droite lors de la gastrulation (RAMALHO-
SANTOS era/., 2000). 
1.2. La voie de signalisation des Hedgehogs 
Les proteines Hh sont produites sous forme d'un precurseur qui va subir plusieurs 
modifications post-traductionnelles necessaires a leur transport a l'exterieur de la cellule 
productrice. Le precurseur est produit sous une forme d'environ 45 kDa qui est clivee de 
facon autocatalytique par la portion C-terminale pour generer un fragment N-terminal 
d'environ 19 kDa et un fragment C-terminal de 26kDa. La partie C-terminale va ensuite 
agir comme cholesteroltransferase afin d'aj outer un groupement cholesterol en C-terminal 
a la fraction de 19kDa qui va egalement recevoir un groupement palmitate en N-terminal 
par la proteine Skinny Hedgehog pour former la proteine active (BUMCROT et ah, 
1995). Les groupements lipidiques ajoutes rendent la proteine tres hydrophobique et tres 
peu soluble. Ces caracteristiques lui conferent un tres court spectre d'action puisqu'elle 
reste fixee a la membrane cellulaire et ne peut pas diffuser pour atteindre les cellules 
cibles. 
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Une proteine de type transporteur appelee Dispatched (Disp) permet d'etendre le spectre 
d'activite des Hh. Disp est une proteine a 12 domaines transmembranaires ancree a la 
membrane des cellules productrices de Hh qui possede un domaine de reconnaissance du 
cholesterol qui va reconnaitre et lier les Hh et les excreter dans le milieu extracellulaire 
(Figure 2). Le mecanisme par lequel Disp agit est encore inconnu mais des evidences 
demontrent que Disp favoriserait la formation de multimeres de Hh (PANAKOVA et al., 
2005) qui faciliterait leur transport sur une plus longue distance a l'exterieur de la cellule. 
Patched (Ptch) est une autre proteine a 12 domaines transmembranaires qui comporte 
deux isoformes (Ptchl et Ptch2) qui reconnaissent tous les membres des Hh avec la meme 
affinite. Disp et Ptch reconnaissent les Hh via leur domaine de reconnaissance des sterols 
(COHEN, 2003). En absence des Hh, Ptch a une action inhibitrice sur Smoothened 
(Smo), le second recepteur de la cascade de signalisation qui comporte 7 domaines 
transmembranaires. Les deux recepteurs sont localises a la surface de la cellule 
receptrice. Ptch secrete une molecule qui inhibe l'activation de Smo. Cette molecule 
inhibitrice et la facon dont Ptch controle sa localisation sont encore inconnues. Les 
hypotheses enoncees supposent que Ptch agirait comme une pompe pour faire sortir la 
molecule inhibitrice lipidique du milieu intracellulaire (LUM et BEACHY, 2004). La 
liaison des Hh a Ptch via les groupements lipidiques (PETERS et al, 2004) enleve 
l'inhibition de ce dernier sur Smo qui devient actif et peut alors migrer du cytoplasme a la 
membrane cellulaire et s'accumuler surtout au niveau du cil primaire qui est une structure 












Figure 2: La voie de signalisation des Hedgehogs 
a)La voie classique de signalisation des Hedgeghogs chez les mammiferes agit sur les 
cellules receptrices (par exemple, un myofibroblaste) de fagon paracrine. Les Hh sont 
secretees de la cellule productrice (par exemple, une cellule epitheliale) a Paide de 
Dispatched (Disp) qui reconnait les groupements lipidiques attachees aux Hh. La liaison 
du Hh a Patched (Ptch) sur la cellule du mesenchyme permet d'enlever Pinhibition que ce 
dernier a sur Smoothened (Smo) qui devient alors actif et peux recruter les facteurs de 
transcription Gli qui transloqueront au noyau pour activer les genes cibles. Quelques 
evidences suggerent une activation autocrine de cette voie ou les recepteurs sont 
egalement a la membrane des cellules productrices. b)Si Smo est inactif, Fused (Fu) et 
Suppressor of Fused (SuFu) maintiennent Gli au microtubule. Gli est phosphoryle et clive 
en sa forme repressive (Gli-R) par un complexe forme par (3-arrestin 2 (P~Arr2) et Grk2 
(G-protein-coupled receptor kinase). Si Smo est active, Fu et SuFu sont phosphoryles par 
Kinesin family member (Kif) et Intraflagellar transport homolog (IFT) permettant a la 
forme active de Gli (Gli-A) de se deplacer au noyau. 
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Chez les mammiferes, Smo recrute ensuite les molecules Gli 1, 2 ou 3 (Glioma-associated 
oncogene homolog) qui sont des facteurs de transcription a motif de doigts de zinc. Glil 
est un activateur de la transcription qui est induit par 1'activation de la signalisation Hh 
(HOOPER et SCOTT, 2005), GH2 a des fonctions activatrice et repressive tandis que Gli3 
est generalement represseur (ALTABA et al., 2007). La cascade de recrutement des Gli 
ainsi que leur activation sont moins bien definies chez les mammiferes que chez la 
Drosophile. Par contre, les similarites entre les deux especes permettent quand meme de 
tirer quelques conclusions. Lorsque Smo est active, il recrute un complexe de regulateurs 
cytoplasmiques dont Kif 3a, 7 (Kinesin family member) et IFT 88 ,172 (intraflagellar 
transport homolog) qui va phosphoryler Fu (Fused kinase) et Sufu (Suppressor of Fused) 
permettant de liberer les Gli qui peuvent ensuite se deplacer au noyau et activer les genes 
cibles (Figure 2). Fu et Sufu, en absence de Hh, vont permettre de maintenir les Gli au 
niveau des microtubules sous leur forme repressive par un mecanisme de phosphorylation 
et de clivage. La forme clivee des Gli se deplace au noyau et reprime la transcription des 
genes cibles. Les proteines du complexe necessaires a la phosphorylation et le clivage des 
Gli ne sont pas tous connus mais la (3-arrestin 2 (p-Arr2) et Grk2 (G-protein-coupled 
receptor kinase) participent a la formation de ce complexe (LUM et BEACHY, 2004 et 
HOOPER et SCOTT, 2005). 
Au niveau du tube digestif, Gli2 et Gli3 sont les plus souvent retrouves. Les principaux 
genes cibles directs sont PTCH1 et HHIP (Hedgehog interacting protein), qui sont 
impliques dans la boucle de controle retro-inhibitrice de la voie (CHUANG et 
MCMAHON, 1999), FOXM1 (Forkhead box), CCND2 (Cycline D2) (LUM et BEACHY, 
2004) impliquees dans la proliferation cellulaire (TEH et al., 2002) et BMP 2, 4, 7 (Bone 
6 
Morphogenic Protein), impliques dans la morphogenese. Les cibles indirectes sont: CCN 
Dl et B2, FOX A2, C2, El , Fl et LI, GATA 4, 5 et 6 (GATA binding protein), HOXA5 
(Homeobox) (PRASAD et al, 2005), KLF4 (Kruppel-Like Factor), TFF1 (Trefoil 
Factor), VIL1 (Villin) et c-MYC (Myelocytomatosis viral oncogene homolog) qui sont 
impliquees dans diverses fonctions telles que la progression du cycle cellulaire et 
l'embryogenese (KATOH et KATOH, 2005). La voie decrite precedemment est 
considered comme la voie paracrine de signalisation des Hh qui medie ses effets via son 
interaction avec des recepteurs et ultimement des genes cibles qui sont retrouves au 
niveau du mesenchyme (Tableau 1). Par contre, quelques evidences dans la litterature 
suggerent egalement la possibilite d'un mecanisme autocrine ou les recepteurs pourraient 
etre situes dans les cellules epitheliales meme (VARNAT et al, 2006). Cependant, cette 
possibilite n'est encore que tres peu etudiee et les etudes realisees se sont surtout 
concentrees sur la verification des patrons d'expression des genes effecteurs par 
hybridation in situ done au niveau de l'expression de l'ARN messager de ces effecteurs 
mais la presence ou non des proteines actives associees n'est pas encore determinee. 
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Tableau 1: Resume des principales proteines impliquees dans la signalisation des 
Hedgehogs etudiees dans ce travail 
Proteines 
Ihh et Shh 
Disp 








Gene cible direct 
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2. Le developpement du tube digestif 
2.1. Le developpement de la glande gastrique 
L'estomac se divise en trois regions morphologiques soit; le fundus le corps et le pylore. 
La glande gastrique est composee de cinq compartiments fonctionnels : 1'epithelium de 
surface, le foveolae, 1'isthnie, le collet et la base de la glande (KARAM et LEBLOND, 
1995). L'epithelium gastrique de surface humain est simple cylindrique muqueux comme 
celui de la souris mais ce dernier est squameux dans le tiers superieur de l'estomac (VAN 
DEN BRINK, 2007). Des El 1.5 l'estomac primitif est discernable chez l'embryon murin 
et l'epithelium est stratifie. Le developpement de la glande gastrique commence au jour 
E16.5 par l'apparition des premieres glandes. A ce stade, l'epithelium squameux est 
stratifie tandis que l'epithelium glandulaire est simple et comporte des invaginations 
primitives (FUKAMACHI et al., 1979). 
Tandis que la majorite du developpement de la glande gastrique murine a lieu dans les 
derniers jours de gestation et se poursuit dans les premieres semaines de la vie, le 
developpement de glande gastrique humaine se fait relativement tot dans le 
developpement foetal. En effet, comparativement a la souris dont la morphogenese 
glandulaire se fait de facon perinatale, la morphogenese de la glande gastrique humaine a 
lieu entre la 12e et la 17e semaine de gestation (Figure 3a) (MENARD, 2004). La 
premiere etape de developpement de la glande est l'invagination de l'epithelium 
pluristratifie de surface. L'invagination de l'epithelium va se poursuivre durant les 
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semaines de gestation suivantes, accompagnee de l'apparition des differents types 
cellulaires. Pendant cette etape, l'epithelium va progressivement passer d'un etat stratifie 
a simple cylindrique. Des la 17e semaine de gestation, la glande fcetale est representative 
de la glande adulte (Figure 3b) autant au niveau de sa structure que de ses caracteristiques 
fonctionnelles. En effet, les cellules epitheliales de surface sont phenotypiquement 
identiques a celles rencontrees dans la glande adulte; elles sont cylindriques, demontrent 
une accumulation de mucus dans le cytoplasme apical et possede un noyau basal 
(BASQUE et MENARD, 2000). Tous les autres types cellulaires differences sont 
presents ainsi que les cinq compartiments fonctionnels evoques precedemment: 
l'epithelium de surface, le foveolae, l'isthme, le collet et la base. Ensuite, plusieurs 
marqueurs de fonctionnalite sont egalement presents tels que : le HGL (Humain Gastric 
Lipase), le Pg5 (Pepsinogene-5) et la pompe H+K+ATPase (pompe hydrogene, potassium 
ATPase) et des hormones telles que la gastrine et leurs recepteurs. 
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12 sem. 17 sem. 
Figure 3: Developpement de l'axe foveolea-glande de la muqueuse gastrique 
humaine 
a)Des la 12e semaine de gestation, les glandes gastriques commencent a se developper 
suite a l'invagination de l'epithelium de surface de l'estomac. A 17 semaines de 
gestation, les glandes sont allongees, les cellules epitheliales cylindriques de surface ont 
un noyau basal et il y a une accumulation de mucus dans le cytoplasme apical (tiree de 
BASQUE et MENARD, 2000). b)Des la 17e semaine de gestation, la glande foetale est 
representative de la glande adulte. Les differents compartiments fonctionnels sont 
presents et les cellules sont differenciees (adaptee de MENARD, 2004 par Pierre 
Chaille). Differents marqueurs gastriques sont egalement presents tels que le HGL, la 
gastrine et les recepteurs de l'EGF. 
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Finalement des recepteurs de facteurs de croissance tels que ceux du EGF (Epidermal 
growth factor) et du IGF-II (Insulin-like growth factor II) (MENARD et al, 1993, 
TREMBLAY et al, 1997, TREMBLAY et al, 2001 et MENARD et al, 2006) sont 
egalement presents. Puisque la seule difference majeure entre la glande gastrique foetale 
et adulte est l'invagination plus profonde des glandes de cette derniere et 1'apparition de la 
secretion d'acide chloridrique (HC1), ceci fait de la glande foetale un excellent outil pour 
etudier l'homeostasie et le maintien de la glande adulte. Les memes marqueurs sont en 
general retrouves dans l'estomac de la souris, a 1'exception de HGL, dont l'activite 
homologue de lipolyse est assuree par une lipase d'origine linguale (HAMOSCH et 
SCOW, 1973). 
2.2. Les types cellulaires de l'estomac 
La cytodifferenciation gastrique murine est initiee vers le jour E13.5. A la naissance, plus 
de 90% des cellules gastriques sont encore indifferenciees. La plupart de la 
differenciation terminale va avoir lieu durant la premiere semaine apres la naissance (PI a 
P7). Entre P15 et P28 la majorite des cellules encore indifferenciees vont subir leur 
differenciation terminale (KARAM et al, 1997). Durant cette meme periode, les glandes 
vont terminer leur invagination et les cellules vont se retrouver dans leurs compartiments 
respectifs (FUKAMACHI et al, 1979). L'epithelium gastrique est compose de cinq types 
de cellules distinctes en plus des cellules souches et des cellules proliferatives (Figure 4). 
Chez l'homme, le premier type cellulaire a se differencier est la cellule parietale, qui va 
secreter le HC1 apres la naissance. 
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Figure 4: La glande gastrique 
La glande gastrique chez le mammifere se divise en cinq compartiments fonctionnels: 
l'epithelium de surface, le foveolae, l'isthme, le collet et la base. La zone proliferative se 
situe au niveau de 1'isthnie et les cellules effectuent une migration bidirectionnelle 
dependamment du type de murines qu'elles secretent. Les cellules secretant la murine 
5A effectuent une migration ascendante et les cellules secretant la mucine 6 effectuent 
une migration descendante. Les cellules a mucus de surface sont retrouvees a la surface et 
au foveolae, les cellules precurseures au niveau de l'isthme et les cellules a mucus du 
collet au niveau du collet. Les cellules parietales, endocrines et zymogeniques vont avoir 
une migration descendante pendant leur differenciation (adaptee de VAN DEN BRINK, 
2001). 
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Les cellules endocrines secretant des hormones telles que la gastrine, 1'histamine et la 
somatostatine vont ensuite se differencier. Ensuite, les cellules a mucus du collet et 
finalement des cellules zymogeniques (ou cellules principales) vont se differencier et vont 
secreter le pepsinogene-5 (Pg5) (MENARD, 2004). Le Pg5 va ultimement etre active par 
le HC1 produit par les cellules parietales pour produire la pepsine (GRITTI et al, 2000). 
La zone proliferative se situe dans le premier tiers de la glande, au niveau de l'isthme. 
Les cellules secretant la mucine 5A effectuent une migration ascendante tandis que les 
cellules a mucus du collet, parietales et zymogeniques expriment la mucine 6 et 
entreprennent une migration descendante pendant leur differentiation. La migration 
cellulaire se fait done de fagon bidirectionnelle. (DE BOLOS et al, 1995, BYRD et al, 
1997 MENARD et ARSENAULT, 1990). 
2.3. L'axe crypte-villosite 
L'unite fonctionnelle de l'intestin est l'axe-crypte-villosite (Figure 5). Chez la souris, 
deux stades distincts de morphogenese sont rencontres, soit la morphogenese de la 
villosite et la morphogenese de la crypte. De l'embryogenese precoce a environ E14.5, 
l'intestin est compose de cellules epitheliales pluristratifiees et indifferenciees et la 
proliferation cellulaire se fait de facon tres active (GRAPIN-BOTTON et MELTON, 
2000). La premiere etape de morphogenese a lieu au jour El4.5 par 1'invagination du 
mesenchyme sous-jacent qui donnera naissance aux villosites et 1'epithelium devient 
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Figure 5: L'axe crypte-villosite dans l'intestin 
L'unite fonctionnelle de l'intestin se divise en deux sous-unites soit la crypte et la 
villosite. Les cellules souches se situent pres de la base de la crypte. Les cellules 
progenitrices proliferatives sont localisees au-dessus des cellules souches. Ces cellules 
sont indifferenciees. Dans le dernier tiers de la crypte, les cellules sont en differenciation 
terminale. Les cellules souches peuvent se determiner en quatre types cellulaires soit les 
cellules enteroendocrines, les cellules caliciformes et les cellules enterocytaires effectuent 
une migration ascendante le long de la villosite tandis que les cellules de Paneth 
effectuent plutot une migration descendante vers le fond de la crypte et s'intercalent entre 
les cellules souches. Les cellules de Paneth sont les seules cellules qui sont pleinement 
differenciees dans le compartiment cryptal (adaptee de CROSNIER et al, 2006). 
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simple et cylindrique. Les cellules proliferatives vont se deplacer et se restreindre dans 
les espaces inter-villeux. La deuxieme etape de morphogenese, soit la formation de 
l'unite cryptale, a lieu dans les trois premiers jours de vie postnatale. Les espaces inter-
villeux vont s'invaginer pour former la crypte qui va contenir les cellules proliferatives 
(CROSINERefa/.,2006). 
Les cellules souches sont retrouvees pres de la base de la crypte et les cellules 
progenitrices proliferatives se situent au-dessus de celles-ci. Ces dernieres vont ensuite 
entreprendre un processus de differentiation dans le tiers superieur de la crypte en un des 
quatre types cellulaires pleinement differencies (CHENG et LEBLOND, 1974). Les types 
cellulaires matures sont: 1) les cellules enterocytaires qui assurent la fonction 
d'absorption; 2) les cellules caliciformes qui secretent du mucus acide et 3) les cellules 
enteroendocrines qui secretent des hormones. Ces trois types de cellules ont une 
migration ascendante vers l'apex de la villosite tandis que le dernier type cellulaire 
mature, les cellules de Paneth, ont une migration descendante qui s'intercalent entre les 
cellules souches dans la crypte. La cellule de Paneth secrete des peptides antibacteriens 
tels que le lysozyme et des defensines (CROSNIER et al, 2006). 
Chez l'homme et la souris, les memes enzymes vont etre exprimes lors de l'etablissement 
de l'axe crypte-villosite mais ont des patrons temporels d'expression differents. Par 
exemple, la sucrase-isomaltase et la lactase-phlorizine hydrolase apparaissent a la 10e 
semaine de gestation chez l'homme. Chez la souris, entre le 17e et le 21e jour apres la 
naissance, la sucrase-isomaltase va etre induite et la lactase-phlorizine hydrolase va etre 
reprimee (MOOG, 1981 et HENNING, 1985). Le processus de developpement de l'axe-
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crypte villosite est controle majoritairement par Taction conjointe de trois voies de 
signalisation qui ont des roles a la fois distincts et complementaires soit: la voie des Hh 
(RAMALHO-SANTOS et al, 2000), des Bmp (HE et al, 2004) et Wnt/p-catenine 
(LOGAN et NUSSE, 2004). La voie du FGF (Fibroblast growth factor) et celle de Notch 
sont activees durant la morphogenese du tube digestif (KATOH, 2007). 
3. Les Hedgehogs dans le developpement du tube digestif 
3.1. Patrons d'expression des Hedgehogs au niveau du tube digestif humain et 
murin 
Des El 1.5 l'ARN messager de Shh va etre exprime au niveau de l'endoderme gastrique 
chez la souris dans une concentration decroissante entre l'estomac proximal et distal. 
L'ARN messager de Ihh possede, quant a lui, une expression complementaire, etant plus 
fortement exprime au niveau de l'estomac distal (SPENCER-DENE et al, 2006) Ces 
patrons d'expression opposes de Ihh et Shh sont conserves chez l'adulte. L'expression en 
ARN messager de Ptch est restreinte au mesenchyme dans un patron similaire a celui de 
Shh done decroissant en expression vers l'estomac distal. Cependant, des El8.5 l'ARN 
messager de Ptch est aussi faiblement exprime au niveau de 1'epithelium (RAMALHO-
SANTOS et al, 2000). Au niveau du mesenchyme, l'ARN messager des effecteurs 
intracellulaires Gli, du gene cible Bmp 4, du transporteur Disp et du recepteur Smo 
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(Tableau 1) sont tous exprimes dans les derniers jours de l'organogenese de l'estomac. 
GUI est egalement retrouve au niveau des couches musculaires des E18.5 (RAMALHO-
SANTOS et al, 2000, VAN DEN BRINK, 2007, HUI et al, 1994, KAWAKAMI et al, 
2002 et ALTABA et al, 2007). Au-dela du jour E18.5 et jusqu'a la naissance, les patrons 
d'expression des effecteurs de la signalisation ne sont pas connus. Dans le cas des 
facteurs de transcription Gli et les genes cibles Bmp, les patrons d'expression avant 
E18.5, done avant et durant les etapes initiatrices de la morphogenese gastrique, n'ont pas 
ete determines. Chez 1'humain, les patrons d'expression des Hh dans la glande gastrique 
en developpement ne sont pas connus. 
L'expression de la proteine Shh chez la souris adulte est absente des cellules exprimant 
Muc5A qui ont une migration ascendante. La presence de Shh est detectee a la base des 
glandes, avec une expression maximale a la jonction foveolae-glande. Shh est plutot 
associee aux cellules exprimant Muc6 qui migrent vers la base de la glande. Par contre, 
l'expression de cette derniere n'est pas specifique a un type cellulaire mais il a une 
colocalisation majoritaire avec les cellules parietales (VAN DEN BRINK et al, 2001 et 
VAN DEN BRINK et al, 2002). Les recepteurs, les effecteurs et les genes cibles 
conservent les memes patrons d'expression au stade adulte qu'au stade de developpement 
mais ne sont souvent que faiblement exprimes chez la souris. Aucune donnee n'est 
disponible quant a leur expression associee de maniere specifique ou majoritaire a un type 
cellulaire gastrique. L'expression des membres de la voie de signalisation des Hh dans la 
glande gastrique humaine adulte est similaire a la glande adulte murine mais les analyses 
sont moins exhaustives. En effet, la proteine Shh est exprimee dans un patron identique et 
est colocalise avec les cellules parietales. La proteine Ihh semble plutot associe aux 
cellules du foveolae et aux cellules a mucus de surface (FUKAYA et al, 2006). Les 
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genes cibles sont egalement exprimes de facon similaire autant au niveau de l'expression 
proteique que de 1'ARN messager (VAN DEN BRINK, 2007). L'ARN messager de Ptch, 
est localise a 1'epithelium, en plus d'etre retrouve au niveau du mesenchyme (BERMAN 
era/., 2003). 
Dans un deuxieme temps, des E12.5, l'ARN messager de Shh et Ihh vont etre detectes 
dans l'intestin et a E16.5 l'ARN messager de Bmp 2 et 4 sont egalement detectables 
(BITGOOD et MCMAHON, 1995). Des E18.5, l'analyse de l'ARN messager montre 
l'expression des recepteurs Ptchl et 2 et Smo qui sont retrouves dans le mesenchyme 
(MADISON et al, 2005). Lors de la morphogenese villositaire, qui debute vers le jour 
E14.5, les Hh vont se concentrer a la region inter-villositaire ou ils sont necessaires a 
1'interaction epithelium-mesenchyme et au bon etablissement des couches mesodermiques 
du tube digestif (APELQVIST, et al, 1997 et SUKEGAWA et al, 2000). De maniere 
similaire a ce qui est observe dans l'estomac foetal, des E18.5 l'ARN messager des 
effecteurs intracellulaires Gli 1-2 et 3 et du gene cible Bmp4 vont tous etre exprimes dans 
le mesenchyme intestinal (MADISON et al, 2005, HUI et al, 1994 et ALT ABA et al, 
2007). Quelques auteurs ont constate par la technique d'hybridation in situ que l'ARN de 
certaines de ces molecules tel que Ptch etaient faiblement retrouvees au niveau de 
1'epithelium intestinal (BATTS et al, 2006 et VARNAT et al, 2006). Ceci suggere la 
possibilite d'une voie non classique des Hh qui serait autocrine et non seulement 
paracrine au niveau du tube digestif (VARNAT et al, 2006). A l'Uge adulte, tout comme 
dans l'estomac, les patrons d'expression des Hh vont etre differents le long de 1'axe 
crypte-villosite. L'expression de Ihh est absente de la crypte et a un gradient d'expression 
croissant vers l'apex de la villosite. Shh n'est pas retrouve au niveau de la villosite mais 
est tres present dans la crypte (JONES et al, 2006) Le long de l'axe proximo-distal, Shh 
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semble avoir une concentration d'expression decroissante vers le colon tandis que Ihh a 
plutot une concentration croissante le long de ce meme axe. L'intensite de l'expression 
de Ihh, de Shh et des effecteurs Gli de la signalisation Hh diminue au niveau du colon 
(WANG et al, 2002). De plus, les proteines Bmp sont majoritairement presentes au 
niveau du mesenchyme de l'intestin (AUCLAIR et al., 2007). 
Contrairement a ce qui est connu sur la localisation des molecules de la voie des Hh dans 
le developpement intestinal, les patrons d'expression des Hh dans le developpement 
gastrique tardif n'ont pas encore ete caracterises. Leurs roles dans la cytodifferenciation 
et le phenomene de migration des cellules vers les differents compartiments cellulaires 
sont encore inconnus autant chez l'humain que le modele murin. 
3.2. Modeles murins pour 1'etude du role de la voie de signalisation des Hedgehogs 
dans le developpement du tube digestif 
En premier lieu, la deletion des proteines Hh a plusieurs effets morphologiques severes 
sur la morphogenese du tube digestif. L'etude principale portant sur les roles distincts de 
la deletion classique de Ihh et Shh de faQon independante dans un modele murin a ete 
realisee par l'equipe de McMahon (RAMALHO-SANTOS et al, 2000). La premiere 
constatation est que les souris exhibant la double mutation de ces deux genes ne survivent 
pas au stade somites, avant meme 1'installation des fonctions digestives du tube digestif. 
Les souris Ihh'A et Shh1' ne survivent pas a la periode neonatale a cause de defauts 
cardiaques (ZHANG et al, 2001). Ces souris presentent une taille plus petite que les 
souris controles. L'analyse histologique a revele plusieurs phenotypes communs aux 
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deux modeles : 1) une diminution du muscle lisse circulaire, 2) des lacunes du systeme 
nerveux enterique (la perte de Shh engendre une differentiation anormale des neurones 
tandis que la perte de Ihh entraine une absence de neurones), 3) une reduction de la 
longueur du tube digestif 4) et une mal rotation du tube digestif. Chez les souris Ihh''', il 
est observe que les modifications sont plus importantes au niveau de l'intestin et du colon. 
En effet, on y observe une dilatation de ces deux organes, une diminution de la longueur 
villositaire et un amincissement de la paroi du colon. Le nombre de cellules souches 
proliferatives est egalement reduit. En contre partie, la souris Shh" presente un 
epithelium stratifie de l'estomac reduit, indiquant un potentiel role dans la specification 
proximal de cet organe. On observe egalement une hyperplasie epitheliale due a 
1'augmentation de la croissance des glandes gastriques. Au niveau du duodenum, ces 
souris ont un allongement villositaire qui provoque une occlusion duodenale. L'equipe de 
Mo suggere que quelques uns des phenotypes passent probablement par le recrutement de 
l'effecteur intracellulaire Gli3 puisque les souris GU3~'~ ont des caracteristiques 
phenotypiques gastriques similaires a ceux des souris Shh'', c'est-a-dire un epaississement 
de l'epithelium de l'estomac et une hyperplasie glandulaire (KIM et ai, 2005). Puisque 
les consequences phenotypiques sur les organes du tube digestif different suite a la 
deletion de Ihh ou Shh, Ihh aurait un role plus determinant au niveau de l'intestin tandis 
que Shh agirait majoritairement sur l'estomac. 
La presence de marqueurs intestinaux au niveau de l'estomac, qui indique une 
transformation ou metaplasie intestinale, est controversee chez le modele murin Shh7". 
L'equipe de Mo n'a observe aucune expression des marqueurs intestinaux tels que la 
Villine, Cdx2 ou Muc2 chez les souris Shh_/" et n'a pas constate l'apparition d'une bordure 
en brosse intestinale au niveau de l'epithelium de surface de l'estomac. De plus, les 
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marqueurs gastriques n'etaient pas modules negativement, indiquant l'absence de 
metaplasie intestinale (KIM et al, 2005). Ces resultats sont contraires a ceux obtenus par 
l'equipe de McMahon qui a mis en evidence une forte expression de phosphatase alcaline, 
un marqueur de la bordure en brosse intestinale retrouve a la membrane apicale des 
cellules epitheliales gastriques des souris Shh7" (RAMALHO-SANTOS et al, 2000). Ce 
resultat suggere une partielle transformation intestinale des la naissance ou encore une 
determination gastrique incomplete. Par contre, l'equipe de Mo a reussi a reproduire le 
phenotype d'apparition de la phosphatase alcaline par la double mutation de Shh et GU3, 
appuyant les resultats precedents sur le role de Shh et de la signalisation Hh dans la 
specification et le maintien du phenotype gastrique (KIM et al, 2005 et RAMALHO-
SANTOS et al, 2000). 
En deuxieme lieu, au niveau de l'intestin en developpement, les etudes sont plus 
nombreuses qu'au niveau de l'estomac. Les resultats des etudes portant sur le 
developpement du tube digestif chez le poulet vont dans le meme sens que ceux realisees 
chez les souris, soit que l'interaction entre l'epithelium et le mesenchyme via la 
signalisation des Hh est essentielle a la formation de la villosite et au maintien du 
compartiment proliferatif (ROBERTS et al, 1998). Les souris comportant une deletion 
de Ptch (ZHANG et al, 2001), de Smo (KAWAKAMI et al, 2002) ou encore une 
deletion d'un des Hh combinee a la deletion de differents facteurs de transcription Gli 
(KIM et al, 2005) montrent certains phenotypes similaires a ceux rencontres chez les 
souris Shh~A et Ihh~''. En general, ces deletions vont entrainer une mort in utero ou 
perinatale (LEES et al, 2005). Ces etudes ont permis de valider les observations 
apportees par les souris Shh'A et Ihh~A et demontrent clairement les roles differentiels des 
membres de la famille Hh dans le developpement du tube digestif. 
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Finalement, d'autres approches experimentales utilisant des subexpression de molecules 
de la voie des Hh ont egalement permis d'analyser les roles physiologiques de cette 
signalisation. L'etude la plus connue est celle realisee par l'equipe de Gumucio 
(MADISON et al, 2005). Cette etude demontre l'effet d'une surexpression de Hhip, une 
proteine inhibitrice de tous les membres de la famille Hh, au niveau de l'intestin. La 
deletion de la signalisation Hh chez ces souris est induite apres l'embryogenese precoce, 
des E12.5. La perte d'expression apres les etapes critiques de developpement precoce 
permet d'eviter la mort in utero des animaux. Une forte inhibition des Hh est letale des la 
naissance et les souris transgeniques presentent les phenotypes intestinaux suivants : une 
stratification de 1'epithelium accompagnee de villosites plus courte, une 
hyperproliferation et une diminution de la couche musculaire externe. Les souris 
transgeniques exhibant plut6t une faible inhibition des Hh ne survivent que quelques jours 
apres la naissance et presentent: une augmentation de la proliferation, la presence de 
cryptes ectopiques a la villosite et de multiples embranchements villositaires sur une 
meme villosite. Done, la faible inhibition des Hh permet de constater le role de ces 
derniers dans la polarite e'est-a-dire la restriction des cellules proliferatives a la base de la 
villosite, l'inhibition de la proliferation, le maintien de 1'architecture villositaire ainsi que 
la morphogenese de la crypte. La forte inhibition des Hh revele aussi des roles au niveau 
de l'inhibition de la proliferation et la formation de la villosite. Ceci indique qu'en 
absence de signalisation Hh, la premiere modification morphologique associee a 
l'etablissement de l'axe crypte-villosite n'a pas lieu, ou du moins, est incomplete. 
Comme indique precedemment, la formation des villosites debute par l'invagination du 
mesenchyme sous-adjacent qui donnera naissance aux villosites suite a une interaction 
entre l'epithelium et le mesenchyme. Ces resultats demontrent 1'importance de la 
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communication entre les Hh produits par les cellules epitheliales et les cellules 
mesenchymateuses, done de la signalisation paracrine des Hh dans l'etablissement de 
l'axe crypte-villosite. 
En resume, les Hh sont impliques dans plusieurs facettes du developpement et du 
maintien de l'homeostasie du tractus gastrointestinal. Us sont impliques dans la formation 
de l'axe crypte-villosite, l'homeostasie des cellules proliferatives et la morphogenese de 
l'intestin grele et de l'estomac. Malgre des roles redondants tels que le maintien de l'axe 
gauche-droite, 1'architecture musculaire et l'etablissement d'un reseau neuronal 
fonctionnel, les membres de cette famille entrainent des phenoptypes distincts. Ihh serait 
plutot important au niveau de l'intestin, plus precisement au niveau du maintien cellules 
souches proliferatives et la morphogenese villositaire alors que Shh serait implique dans 
l'inhibition de la proliferation dans la partie proximale du tube digestif (estomac et 
duodenum) et dans le maintien du phenotype gastrique. En somme, la mort perinatale des 
modeles de deletion classique de molecule de la voie des Hh ainsi que la mort au stade 
somite des souris Shh"A; Ihh7" rend impossible l'etude du role des Hh dans l'homeostasie 
de l'estomac et de l'intestin au stade adulte. Enfin, les modeles de deletion classique de 
molecules de la voie de signalisation Hh, meme s'ils ont permis d'acquerir de precieuses 
informations sur 1'implication morphologique de Hh dans le developpement du tube 
digestif, ne permettent pas de discerner si les effets observes sont le resultat d'une perte 
systemique des Hh ou resultent d'un effet specifique de l'un ou l'autre des membres des 
Hh. 
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3.3. Les pathologies associees 
Plusieurs pathologies sont associees a la deregulation de la voie des Hh, dont des defauts 
neuronaux, la polydactylie et differents cancers. En effet, les tumeurs de la peau, du 
cerveau et des poumons (SANCHO et ai, 2004) ont souvent une signalisation aberrante 
en Hh associee a une induction de l'apoptose (WETMORE, 2003 et DI MAGLIANO et 
HEBROK, 2003). Le cancer plus connu associe a une perte de signalisation Hh est 
retrouve au niveau de la peau (Basal Cell Carcinoma) (JOHNSON et ai, 1996), dont la 
maladie genetique associee est le syndrome de Gorlin, qui se caracterise genetiquement 
par des mutations au niveau du recepteur Ptch (HAHN et ai, 1996). L'effet le plus 
marque associe a la perte des Hh est la cyclopie cause par holoprosencephalie, ou 
l'absence de separation des deux hemispheres du cerveau (HOOPER et SCOTT, 2005). 
Le syndrome de Pallister-Hall, caracterise par la polydactylie, des retards de croissance et 
des malformations congenitales au visage et aux voies respiratoires serait causee par des 
mutations qui inactivent le gene GU3 (BIESECKER, 1997 et KANG, 1997). Une 
deregulation de la voie des Hh est rencontree dans certains desordres inflammatoires au 
niveau du tractus gastrointestinal: 1'oesophagite de Barrett, la gastrite, la maladie de 
Crohn et la colite ulcereuse. En general, la deregulation de la voie des Hh dans ces 
maladies inflammatoire est associee a une augmentation de 1'expression de Shh, une 
augmentation de Ptchl ou encore une augmentation de GUI (NIELSEN et ai, 2004 et 
LEES etai, 2008). 
Plusieurs evidences demontrent une implication des Hh, plus specifiquement de Shh dans 
les desordres gastriques. En effet, une perte de Shh est observable chez des patients 
25 
predisposes aux cancers gastriques suite a: 1) une infection par Helicobacter pylori 
(SHIOTANI et al, 2005), 2) au cours d'une atrophie gastrique causee par des ulceres ou 
une gastrite et 3) dans des metaplasies intestinales avancees (VAN DEN BRINK et al., 
2002). Toutefois, au niveau du tube digestif et ses organes associes, une surexpression 
des Hh n'est connue que pour etre rencontree que dans des metaplasies au niveau du 
pancreas humain ou Shh est surexprime (THAYER et al, 2003). 
Des evidences suggerent par contre une implication des Hh dans le developpement 
tumorigenique suite a l'evenement initiateur de la tumeur. Des genes de cette voie tels 
que les recepteurs et les facteurs de transcription sont presents dans des carcinomes 
gastriques et colorectaux. En effet, dans les cancers gastriques humains, la proteine la 
plus souvent rencontree en surexpression est le recepteur Ptch, le recepteur des Hh, 
indiquant l'activation de cette voie. Les facteurs de transcription Gli 1,2 et 3, qui vont 
activer la transcription des genes cibles sont egalement exprimes dans ce type de tumeur 
(MA et al, 2005). Des extraits de carcinomes gastriques, montrent une augmentation de 
Shh dans des adenocarcinomes et des carcinomes squameux. De plus, l'expression de Shh 
semble augmenter avec le degre de malignite de la tumeur (MA et al, 2006). Dans les 
cancers gastriques diffus, Ihh est detecte (FUKAYA et al, 2006) en plus de Shh. 
L'augmentation de l'expression de Shh dans les tumeurs malignes n'est toutefois pas 
toujours rencontree dans les cancers qui tirent leur origine de metaplasie intestinale (VAN 
DEN BRINK et al, 2002 et LEE et al, 2007). Ceci suggere des roles differentiels de 
Shh et de Ihh dans le processus de developpement d'un cancer gastrique selon l'origine de 
la tumeur et le stade associe. Dans les carcinomes colorectaux, Glil est present ainsi que 
SMO (le deuxieme recepteur de la voie des Hh) mais pas Ptch, (BERMAN et al, 2003 et 
26 
QUALTROUGH et ai, 2004). Ceci suggere une potentielle suractivation de la voie des 
Hh au niveau des derniers membres de la cascade de signalisation. Par contre, dans les 
stades precoces de carcinogenese colorectale l'equipe de van den Brink observe une perte 
de IHH (VAN DEN BRINK et al, 2004). Ceci pourrait indiquer la possibilite de roles 
differentiels des Hh selon le stade de carcinogenese colorectale. En resume, a ce jour, les 
etudes sur l'lmplication des Hh dans les cancers ne sont pas concluantes. L'acquisition de 
nouvelles connaissances dans ce domaine permettra de determiner 1'importance et le role 
des Hh dans la carcinogenese gastrointestinale. 
4. Projet de recherche : Caracterisation de la signalisation et des roles 
fonctionnels des Hedgehog dans la morphogenese gastrointestinale 
4.1. Problematique 
Dans un premier temps, le role precis des Hh dans le developpement de la glande 
gastrique humaine n'est pas encore connu. Aucune donnee temporelle n'est egalement 
disponible sur la facon dont les genes (effecteurs, recepteurs, facteurs de transcription et 
genes cibles) de la voie de signalisation des Hh sont exprimes dans la glande gastrique 
humaine en developpement. L'analyse des patrons d'expression des proteines impliquees 
dans la signalisation Hh durant le developpement de la glande gastrique humaine 
permettrait 1'elaboration d'hypothese concernant les roles potentiels des Hh au cours de la 
morphogenese de l'estomac. II est egalement important de constater que peu est connu de 
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la signalisation Hh, et plus precisement de Shh, dans l'homeostasie de la glande gastrique 
humaine adulte. Dans un deuxieme temps, la deletion des molecules de la voie de 
signalisation Hh provoque, dans la grande majorite des cas, une mort neonatale ou au 
stade somites dans les modeles murins utilises. Ces modeles sont done inadequats pour 
une investigation des roles des Hh dans l'homeostasie du tube digestif adulte. II est done 
important de trouver une fagon de deleter de fa?on tissus specifique les differentes 
molecules de la voie des Hh afin d'etudier leurs roles distincts dans les tissus 
gastrointestinaux adultes. La deletion conditionnelle permet egalement de s'assurer que 
les phenotypes observes ne sont pas dus a un effet systemique de la perte de la molecule 
en question. A la lumiere de la revue de la litterature nous avons enonce l'hypothese 
suivante : 
La signalisation Hh joue un role central dans l'etablissement et le 
maintien de l'integrite morphologique et fonctionnelle des muqueuses 
du tube digestif. 
4.2. Objectifs 
Etant donne l'absence d'information disponible sur l'expression des Hh et les molecules 
cles dans la signalisation de ces derniers dans le developpement de la glande gastrique 
humaine, le premier objectif de mon projet de maitrise a ete le suivant: 
1) Determiner les patrons d'expression des Hh et des differents genes 
cibles impliques dans la voie de signalisation des Hh au cours du 
developpement de la glande gastrique foetale humaine. 
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Les modeles murins utilises dans le passe pour elucider l'implication des Hh dans le 
developpement du tube digestif ont des deletions systemiques des molecules de la voie de 
signalisation des Hh et ces souris subissent une mort foetale ou neonatale. Puisque ces 
modeles ne permettent pas 1'investigation des retombees d'une deletion tissulaire 
specifique au niveau du tube digestif et ne permettent pas 1'etude du role des Hh sur 
l'homeostasie de l'estomac ou de l'intestin, le deuxieme objectif de mon projet de 
recherche a ete le suivant: 
2) E valuer les repercussions d'une deletion tissulaire specifique de Shh 
au niveau du tube digestif murin: 
a) dans l'homeostasie de l'intestin adulte 
b) dans la morphogenese et homeostasie de l'estomac 
4.3. Modeles d'etude 
Pour notre premier objectif, nous avons utilise des tissus d'estomac fcetaux humains ages 
entre 14 et 20 semaines afin d'etablir les patrons d'expression des HH et des differents 
membres de la voie de signalisation Hh au cours de la morphogenese glandulaire 
gastrique. Afin d'atteindre notre deuxieme objectif, nous avons ge"nere deux modeles 
murins exprimant une deletion conditionnelle de Shh au niveau du tube digestif. Le 
premier le modele murin utilise possedait une deletion conditionnelle de Shh strictement a 
l'epithelium de l'intestin et du colon. Cette souris, nominee Villine-Crc;ShhloxPn°xP, a ete 
genere a l'aide du systeme Cre/loxP (SAUER et HENDERSON, 1988) et a permis de 
determiner les roles de Shh sur l'intestin sans affecter les niveaux d'expression de cette 
proteine dans les autres organes. Puisque le promoteur Villine n'est pas exprime au 
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niveau de l'epithelium de l'estomac, un autre modele murin a ete utilise. Ce deuxieme 
modele a egalement ete genere par le systeme Cre/loxP. Cette souris, nominee Foxa3-
Cre;5MloxP/loxP possedait une deletion conditionnelle de Shh strictement au niveau de 
1'epithelium de l'estomac, du foie, du pancreas et du colon. Ce modele a permis d'etudier 
Shh dans l'estomac, sans affecter son expression dans les tissus ou Foxa3 n'est pas 
exprime. 
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MATERIEL ET METHODES 
1. Prelevements des specimens 
1.1. Prelevement des estomacs foetaux humains 
Les estomacs de fcetus, ages entre 14 et 20 semaines de gestation, ont ete obtenus suite a 
des interruptions legales ou therapeutiques de grossesse suite au consentement eclaire des 
patientes. Aucun tissu n'a ete preleve chez des specimens presentant des malformations 
congenitales et /ou suite a une mort foetale. Les etudes ont ete approuvees par le comite 
d'ethique du Centre de Recherche Clinique Etienne-Lebel du Centre Hospitalier 
Universitaire de Sherbrooke (CHUS). 
1.2. Generation et genotypage des souris 
Les souris experimentales ont ete produites a l'aide du systeme Cre/loxP prealablement 
etabli par Sauer et Henderson (SAUER et HENDERSON, 1988). Les souris 
experimentales avec une deletion conditionnelle de Shh specifiquement a 1'epithelium 
intestinal ont ete generees par le croisement de souris Villine-Cre knock-in (don de D.L. 
Gumucio) (MADISON et al, 2002) dont la Cre recombinase est sous le controle d'un 
fragment de 12,4Kb du promoteur de la Villine, avec des souris ShhloxPn°xP dont le 
deuxieme exon de Shh est insert; entre deux sequences loxP (Jackson Laboratory, (Jax® 
31 
mice), Bar Harbor, Maine, USA) pour produire des souris Villine-CxQ\Shh loxP/+. Ces 
dernieres ont ensuite ete croisees avec les souris ShhloxP/oxP afin de generer, sous une 
proportion de 25%, les souris souris Villine-Cre;Shh loxP/loxPque nous nommons souris 
mutantes ou experimentales (Figure 6a). Les souris issues de ce meme croisement mais 
n'exprimant pas la Cre recombinase sous le controle du promoteur Villine ont ete utilisees 
comme controles. Ce promoteur est exprime strictement a l'epithelium de l'intestin et du 
colon de la souris des El2.5. Les souris experimentales avec une deletion conditionnelle 
de Shh specifiquement a l'epithelium gastrique ont ete generees par le croisement de 
souris Foxa3-Cxe knock-in (don de K.H. Kaestner) (LEE et ah, 2005) avec les souris 
ShhlmP/lmP introduites precedemment pour produire des souris Foxa3-Cre;Shh]oxP/lmP que 
nous nommons souris mutantes ou experimentales (Figure 6b). Les souris issues de ce 
meme croissement mais n'exprimant pas la Cre recombinase sous le controle du 
promoteur Foxa3 ont ete utilisees comme controles. Ce promoteur est, quant a lui 
exprime strictement au niveau de l'endoderme visceral murin des E9.5 et demeurera a la 
naissance a l'estomac, au foie, au pancreas et au colon. Le genotypage de ces souris s'est 
fait par PCR suivie de migration sur gel d'agarose 2% pendant 20 a 40 minutes a l'aide 
des amorces suivantes : 
Shh : 5'-ATG CTG GCT CGC CTG GCT GAA-3' 
5'-GAA GAC ATC A AG GCA TCT GGC-3' 
Cre : 5'-TGC CAC GAC CAA GTG AC A ATG-3' 
5'-ACC AGA GAC GGA AAT TCG CTC-3' 
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Figure 6: Le systeme Cre/loxP 
a)Les souris experimentales ont ete generees a l'aide du systeme Cre/loxP. Les souris 
Villine-Cre;ShhlmP/+ ont ete generees par le croisement de souris Villine-Cre knock-in 
(MADISONe? al., 2002) dont la Cre recombinase est sous le controle d'un fragment de 
12,4Kb du promoteur de la Villine, avec des souris 
^ I O X P / I O X P
 d o n t l e d e u x i e m e 
exon de 
Shh est insere entre deux sequences loxP. Les souris experimentales avec une deletion 
conditionnelle de Shh specifiquement a l'epithelium intestinal Villine-Cre;ShhloxPnm? ont 
ete generees par le croisement de souris Villine-Cte\ShhloxPI+ avec des souris 5/?/iloxP/loxP. 
b)Les souris Foxa3-Cre;ShhlmP,+ ont ete generees par le croisement de souris Foxa3-Cre 
knock-in (LEE et al, 2005) avec les souris ShhlmPn°xP. Les souris experimentales avec 
une deletion conditionnelle de Shh specifiquement a l'epithelium de l'estomac, le foie, le 
pancreas et le colon Foxa3-Cre;ShhloxPn°*p ont ete generees par le croisement de souris 
Foxa3-Cre;Shh!oxP/+ avec les souris ShtimP/loxP. 
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1.3. Injection et euthanasie des souris, isolement des tissus 
Un melange de ketamine (Wyeth, Guelph, Ontario, Canada) et de xylazine a une 
concentration de lfiL/g (selon le poids de la souris) a ete injecte aux souris dans le muscle 
de la cuisse avant leur sacrifice par dislocation cervicale selon le protocole etabli par le 
comite d'ethique de l'animalerie du CHUS. Afin d'evaluer la proliferation cellulaire, les 
souris ont ete prealablement injectees de fagon peritoneale au BrdU (bromodeoxyuridine) 
(Zymed Laboratories, Carlsbad, Californie, USA) a une concentration de lOfiL/g (selon le 
poids de la souris) 90 minutes avant le sacrifice des animaux. Suite au sacrifice des 
souris, le tube digestif a ete extrait sur glace le plus rapidement possible. Les differents 
tissus, autant murins qu'humains, ont ete isoles, ouverts longitudinalement et lavees au 
PBS IX. Ensuite, ils ont ete coupes en sections d'environ 0,5 cm de long. 
2. Fixation et inclusion des tissus 
La fixation des tissus de souris a ete faite dans la Paraformaldehyde 4% (Fisher Scientific, 
Fairlawn, New Jersey, USA) 16 heures a 4°C. Ensuite, les tissus ont ete laves brievement 
deux fois dans l'ethanol 70% avant d'etre entreposes dans un troisieme bain de d'ethanol 
70% a 4°C jusqu'a la circulation. L'inclusion des tissus dans la paraffine est faite par le 
passage de ces derniers dans des bains de concentration croissante d'ethanol (70% a 95%) 
pendant environ 1 heure chacun suivi d'un bain d'une heure dans le xylene avant de 
tremper dans la paraffine. Ce processus s'est fait dans la machine a circulation 
34 
(circulateur) du service de pathologie du CHUS. Les tissus paraffines ont ete ensuite 
coules dans des blocs de paraffine a l'aide de moules. Ces blocs de paraffine ont ensuite 
ete coupes en sections de 2[xm d'epaisseur par le service de pathologie du CHUS. Ces 
sections ont ete apposees sur des lames polarisee et conservees a temperature piece. Les 
tissus fcetaux humain ont ete conserve a -80°C dans l'OCT (Optimal Cutting Temperature 
de Tissue-Tek, Lakefield, Quebec, Canada). Les sections de 2[im d'epaisseur ont ete 
coupees a -20 °C a l'aide d'un cryostat et apposees sur des lames polarisees et conserves a 
-80°C dans une boite fermee hermetiquement. 
3. Techniques de colorations histologiques 
Les analyses des colorations histologiques ont tous ete faite sur un microscope Leica de 
modele 1150-1200 (Leica Microsystems, Richmond Hill, Ontario, Canada) a la lumiere 
visible. 
3.1. Coloration hematoxyline et eosine 
Cette coloration permet de faire une coloration des structures basophiles (acides 
nucleiques) des tissus par hematoxyline et une coloration des structures acidophiles (dans 
le cytoplasme) par eosine afin de visualiser 1'architecture tissulaire. Le protocole utilise a 
ete prealablement etabli dans le laboratoire de la Professeure Nathalie Perreault 
(AUCLAIR et al, 2007). Les lames ont d'abord ete deparaffinees et hydratees a l'eau par 
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un chauffage a 60°C dans un incubateur pour 20 minutes suivi de lavages successifs dans 
des bains de xylene et d'ethanol de concentrations decroissantes comme suit: 
xylene 5 minutes, 2 repetitions 
ethanol 100% 2 minutes, 2 repetions 
ethanol 95%, 95%, 80%, 70%, eau 1 minute chaque 
avant d'etre colorees dans un bain d'hematoxyline (Dako, Carpinteria, Californie, USA) 
pendant 3 minutes et lavees a l'eau courante a faible debit pendant 5 minutes suivie d'un 
lavage dans une solution de 1% d'alcool acide pour 30 secondes et d'un autre lavage a 
l'eau courante a faible debit pour 1 minute. Les tissus ont ensuite subit une etape de 
trempage dans une solution d'ammoniaque 0,2% pour 30 secondes pour les bleuir avant 
d'avoir un dernier lavage a l'eau courante a faible debit pour 5 minutes. Les lames ont 
par la suite trempees dans 10 bains d'ethanol 95% de 5 secondes chacun avant la contre 
coloration a l'eosine (Dako, Carpinteria, Californie, USA) pendant 1 minute 30 secondes 
et la deshydratation et fixation comme enonce precedemment. Les mesures 
morphometriques ont ete realisees a l'aide du programme informatique MetaMorph® 
(MDS Analyticals Technologies, Sunnyvale, Californie, USA) en tragant des droites de 
l'apex villositaire a la jonction cryptale pour determiner la longueur villositaire, de la base 
villositaire au muscle pour la longueur cryptale ou du debut de la couche musculaire 
interne circulaire a la base de la couche musculaire externe longitudinale et en comparant 
a une droite de reference. 10 mesures pour chacunes des structures (villosite, crypte ou 
muscle lisse) ont ete prises par souris. Les etudes statistiques ont ete effectuees a l'aide 
du programme Excel® (Microsoft, Redmond, Washington, USA) et sont presentees sous 
forme d'une variation moyenne en pourcentage entre les valeurs obtenues chez les souris 
controles et celles chez les souris experimentales plus ou moins l'ecart-type. 
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3.2. Coloration au bleu d'Alcian 
La coloration au bleu d'Alcian permet de colorer l'acide faible sulfate des 
mucosubstances, l'acide hyaluronique et les sialomucins dans les cellules caliciformes 
intestinales en bleu. Le protocole utilise a ete prealablement etabli dans le laboratoire de 
la Professeure Nathalie Perreault (AUCLAIR et al, 2007). Les lames ont ete 
deparaffinees et rehydratees comme decrit precedemment (a la section 3.1). Les lames 
ont ensuite ete fixees dans l'acide acetique aqueuse 3% pour 3 minutes. Des cercles ont 
ete faits autour des sections de tissus a l'aide d'un crayon hydrophobe afin de delimiter les 
zones a colorer. Les tissus ont ete colores dans une solution de bleu d'Alcian 1% dans 3% 
d'acide acetique a pH 2.5 (Poly Scientific, New York, New York, USA) pour 30 minutes. 
Les lames ont ensuite ete lavees dans de l'eau courante a faible debit pour 10 minutes. La 
contre coloration a ete realisee avec du Nuclear Fast Red filtre 0,1% (rouge de 
Kernechtrot) (Poly Scientific, New York, New York, USA) pour 40 secondes afin de 
colorer les noyaux en rouge avant de rincer les lames a l'eau courante a faible debit pour 1 
minute. Les lames ont ete deshydratees dans des bains de concentrations croissantes 
d'ethanol (EtOH) pour terminer avec du xylene comme suit: 
ethanol 70%, 95%, 100% 1 minute, 2 repetions chaque 
xylene 1 minute, 2 repetitions 
avant de les secher et les fixer a l'aide de Vectamount (Vector, Burlingame, Californie, 
USA) et de les recouvrir d'une lamelle de 24mm par 60mm (VWR, Mississauga, Ontario, 
Canada). Le decompte manuel du nombre brut de cellules caliciformes (nombre total de 
cellules caliciformes par villosite) sur 10 villosites par souris a ete realise directement a 
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partir des photos des coupes histologiques et les etudes statistiques ont ete effectuees 
comme enonce a la (section 3.2). 
3.3. Coloration au Periodic Acid Shift 
Cette coloration permet de marquer les mucopolysaccharides basiques et neutres de 
l'epithelium de surface de l'estomac en rouge. Le protocole utilise a ete celui etabli par la 
compagnie Sigma-Aldrich (St. Louis, Montana, USA). Les lames ont ete deparaffinees et 
rehydratees comme enonce precedemment et des cercles ont ete faits autour des sections 
de tissus a l'aide d'un crayon hydrophobe afin de delimiter les zones a colorer. Les tissus 
ont d'abord ete colores par la solution Periodic Acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana, 
USA) pour 5 minutes suivie de 3 lavages de 30 secondes a 1'eau distillee avant d'ajouter 
le Shiff s Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana, USA) pour 15 minutes. Les 
lames ont ensuite ete lavees a l'eau courante a faible debit pour 5 minutes. La contre 
coloration des tissus a ete realisee avec l'hematoxyline de Gill numero 3 (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, Montana, USA) pour 90 secondes avant de laver les lames a l'eau courante a 
faible debit pour 1 minute et de les deshydrater et les fixer comme enonce precedemment. 
4. Techniques de marquages immunologiques 
Les tissus fixes dans la paraffine ont prealablement ete deparaffines et rehydrates comme 
enonce precedemment a la section 3.1 avant d'etre chauffes au four a micro-ondes dans 
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un bain d'acide citrique de lOmM a pH 6,0 pour 11 minutes 30. Ceci a permis au tampon 
de bouillir pendant 6 minutes afin d'exposer les antigenes presents sur les tissus. Les 
lames ont par la suite ete stabilisees a l'air libre a temperature piece pour 10 minutes. Ce 
protocole a ete prealablement etabli dans le laboratoire de la Professeure Nathalie 
Perreault (AUCLAIR et ai, 2007). Les tissus conserves dans l'OCT ont ete fixes avant 
utilisation dans 100% methanol a -20°C pour 30 minutes apres une periode de 
stabilisation des lames de 30 minutes a temperature piece. Ensuite, les tissus ont tous ete 
laves a l'eau courante a faible debit durant 10 minutes et ont ete laves deux fois dans le 
PBS IX a raison de 5 minutes par lavage. Les tissus ont ensuite ete bloques a la gelatine 
de poisson (Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana, USA) 0,1% pendant 30 minutes selon le 
protocole etabli dans le laboratoire du Professeur Daniel Menard (non publie). La 
solution de gelatine de poisson a ete preparee de la fagon suivante : 0,1 % gelatine de 
poisson, 0,8% BSA, 0,002% Tween 80 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana, USA) dilue 
dans du Na2HP04 lOOmM a pH 7,4. 
4.1. Immunohistochimie 
Suite au blocage des tissus, ceux-ci ont ete couverts d'une solution afin d'inhiber les 
peroxydases endogenes (Peroxidase Block de Dako, Carpinteria, Californie, USA) 
pendant 5 minutes avant d'etre rinces brievement au PBS IX. L'anticorps primaire (voir 
Tableau 1 pour les dilutions des anticorps) a par la suite ete ajoute et incube pendant 30 
minutes a la temperature piece, suivit d'un bref lavage au PBS IX. L'anticorps 
secondaire approprie couple a la HRP (Horseradish Peroxidase Labelled Polymer de 
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Dako, Carpinteria, Californie, USA) a ensuite incube sur les tissus pour 30 minutes suivi 
d'un lavage bref dans le PBS IX. Enfin, la solution contenant le reactif DAB (diamino-
3,3'benzidine tetrachlorhydrate) et le chromogene (Substrate-Chromogene de Dako, 
Carpinteria, Californie, USA) a ete ajoute pour 5 a 10 minutes et la reaction a ete arretee 
par l'immersion des lames dans un bain d'eau sterile. Les lames ont ensuite ete fixees 
selon le protocole prealablement decrit a la section 3.2 et visualise sur un microscope 
Leica de modele 1150-1200 (Leica Microsystems, Richmond Hill, Ontario, Canada) a la 
lumiere visible. Le decompte du nombre brut de cellules par glande gastrique a ete realise 
de fa<jon manuelle directement a partir des photos des coupes histologiques a raison de 40 
glandes gastriques par souris et les etudes statistiques ont ete effectuees comme enonce 
precedemment. 
4.2. Immunofluorescence 
Suite au blocage, l'anticorps primaire a ete ajoute et incube durant 16 heures a 4°C, sauf 
indication contraire (voir Tableau 1 pour les temps, les temperatures d'incubation et les 
dilutions) suivi de 3 lavages au PBS IX a raison de 5 minutes chacun. L'anticorps 
secondaire couple a la fluoresceine (Vector, Burlingame, Californie, USA) approprie 
dilue 1/200 a ete ajoute et incube pour 1 heure 30 minutes suivi de 3 lavages au PBS IX 
mais de 10 minutes chaque. Les lames sechees a l'air libre a l'abri de la lumiere ont ete 
montees a l'aide de la solution Vectashield (Vector, Burlingame, Californie, USA) et 
recouvertes d'une lamelle de 24mm par 60mm (VWR, Mississauga, Ontario, Canada). 
L'observation a ete realisee au microscope a fluorescence Leica de modele 1150-1200 
(Leica Microsystems, Richmond Hill, Ontario, Canada) sous le filtre FITC. Le decompte 
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manuel du nombre brut de cellules par glande gastrique a ete realise directement a partir 
des photos des coupes histologiques sur 20 glandes gastriques par souris et les etudes 
statistiques ont ete effectuees comme enonce precedemment. 
4.3. Extraction de proteines 
Les tissus isoles et coupes ont ete placees dans des tubes de 2 mL contenant 1 mL de 
solution de lyse (lOuL/mL de PIC (Cocktail d'Inhibiteurs de Proteases de Sigma-Aldrich, 
St. Louis, Montana, USA), 2fxL/mL de lOOmM de sodium orthovanadate et de 10[xL/mL 
de 0,1M de PMSF (Phenyl methane sulfonate fluoride de Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Montana, USA)). Les extraits totaux lyses (les couches epitheliales et mesenchymateuses 
sont recuperees), conserves sur glace, ont ensuite ete homogeneises avec le polytron et 
soniques pendant 15 secondes avant d'etre incube sur glace pour 10 minutes. Les 
proteines ont ete isolees en recoltant le surnageant suite a une centrifugation de 5 minutes 
a 13 500 RPM avant d'etre rapidement congelees dans le l'azote liquide et conservees a 
-80°C. 
4.4. Immunobuvardage de type Western 
Les proteines ont ete dosees a l'aide du kit BCA (Thermo Scientific, Rockford, Illinois, 
USA) qui contient de l'acide bicinchonique et un standard d'albumine. Les echantillons 
proteiques ont ete incubes a 37°C 30 minutes en presence du BCA avant leur dosage. Le 
dosage s'est fait au spectrophotometre Smartspec Plus de Biorad (Mississauga,Ontario, 
Canada) a une longueur d'onde de 562nm. Les proteines ont d'abord ete denaturees a 
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70°C pendant 10 minutes dans un melange de 1,3% d'agent reducteur DTT NuPAGE 10X 
(Dithiothreitol) (Invitrogen, Carlsbad, Californie, USA) et de 30% d'un tampon LDS 
NuPAGE 4X (acide diethylamide lyserique) Invitrogen, Carlsbad, Californie, USA) dilue 
dans l'eau. 15ug de proteines ont ete places sur gel de polyacrylamide 10% (NuPAGE 
Invitrogen, Carlsbad, Californie, USA) pre-coule. Le marqueur de poids moleculaire 
utilise etait le Full Range Rainbow d'Amersham (GE Healthcare, Little Chalfont, 
Buckinghamshire, UK). La migration a ete realisee dans des appareils a 
immunobuvardage Western X Cell II blot module (Invitrogene, Carlsbad, Californie, 
USA) pendant 1 heure a 200V a la temperature piece dans un tampon MOPS (Fisher 
Scientific, Fair Lawn, New Jersey, USA) et le transfer! sur membrane de PVDF (fluorure 
de polyvinylidene) a ete realise dans les memes appareils pendant 1 heure 30 minutes a 
30V a la temperature piece. La solution de transfert utilise etait composee du tampon 
NuPAGE 10X (Invitrogene, Carlsbad, Californie, USA) dilue a IX dans de l'eau et de 
luU/mL d'antioxydant NuPAGE (Invitrogene, Carlsbad, Californie, USA). Le montage 
de transfert etait le suivant: 2 eponges, 2 papiers Wathman (Roche, Branchburg, New 
Jersey, USA), le gel, la membrane de PVDF, 2 papiers Wathman et 3 eponges. Ensuite, 
apres 2 lavages rapides dans de l'eau sterile, la membrane est bloquee 2 heures a 
temperature piece dans du blotto 5% (compose de lait en poudre dilue dans une solution 
de Tween-20 0,1% diluee PBS IX) avant d'ajouter l'anticorps primaire (voir dilutions 
dans le Tableau 1) dilue dans le blotto 5% pendant 16 heures a 4°C. 5 lavages dans une 
solution de Tween-20 0,1% diluee dans le PBS IX a temperature piece ont ete effectues 
par la suite avant d'ajouter l'anticorps secondaire approprie dilue 1/3000 dans le blotto 
5% et incube 1 heure a temperature piece. En dernier lieu, cinq autres lavages de la 
membrane dans le Tween-20 0,1% diluee dans le PBS IX a temperature piece ont ete 
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realises precedant la revelation a l'aide du kit ECL+ d'Amersham (GE Healthcare, Little 
Chalfont, Buckinghamshire, UK). La reaction a ete exposee sur des films d'Amersham 
(GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). 
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RESULTATS 
1. Developpement de la glande gastrique humaine 
L'objectif de ce premier volet du prqjet de recherche etait: Determiner des patrons 
d'expression des Hh et des differents genes cles impliques dans la voie de signalisation 
des Hh au cours du developpement de la glande gastrique fcetale humaine. Etant donne 
1'absence d'information concernant les Hh, leurs recepteurs, les effecteurs intracellulaires 
et les genes cibles, une etude systemique a ete realisee par immunofluorescence et par 
analyse Western au cours de la morphogenese de la glande gastrique humaine entre 14 et 
20 semaines de vie fcetale. 
1.1. Hedgehogs et leurs recepteurs 
L'etablissement des patrons d'expression des differents effecteurs de la voie de 
signalisation des Hh a ete effectue par des analyses d'immunofluorescences indirectes 
dirigees contre les ligands IHH et SHH ainsi que le transporteur DISP et les recepteurs 
PTCH et SMO. Les controles utilises sont des tissus d'intestin adulte (Figure 7 d, k et r) 
de souris puisque les patrons d'expression de ces proteines au niveau de cet organe sont 
connus dans la litterature (VAN DEN BRINK, 2007) et permettaient alors de verifier la 
specificite des anticorps utilises. Au niveau de l'intestin murin, DISP (Figure 7k) et IHH 
(Figure 7d) sont presents dans 1'epithelium de la villosite et SMO (Figure 7r) est present 
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au niveau du mesenchyme, comme decrit dans la litterature. SHH et PTCH ne sont pas 
visualises dans l'intestin de souris adulte puisque leur expression est trop faible pour etre 
detectable par immunofluorescence avec les anticorps utilises. Des 14 semaines de 
gestation, IHH (Figure 7a), SHH (Figure 7e) et PTCH (Figure 71) sont presents dans les 
cellules epitheliales de surface de la glande gastrique humaine, DISP (Figure 7i) et SMO 
(Figure 7p) sont, a leur tour, presents des la 17e semaine de gestation. PTCH et SMO, les 
deux recepteurs de la voie de signalisation Hh, sont presents a la surface epitheliale de la 
glande gastrique. Dans tous les cas, l'intensite du marquage des proteines semble 
augmenter avec l'age des estomacs fcetaux et les effecteurs sont exprimes dans des 
patrons similaires. L'expression de ces effecteurs est restreinte aux cellules a mucus de 
surface, aux cellules du foveolae et aux cellules zymogeniques mais absente des cellules 
parietales qui se retrouvent a la base de la glande gastrique. Cette localisation particuliere 
des cellules parietales est caracteristique de la glande gastrique fcetale humaine en 
developpement (MENARD, 2004) 
1.2. Effecteurs intracellulaires 
L'etablissement des patrons d'expression de trois effecteurs intracellulaires de la voie de 
signalisation des Hh a ete realise en effectuant des immunofluorescences indirectes 
dirigees contre GLI 1, 2 et 3. Les controles utilises sont des tissus d'intestin de souris 
adulte (Figure 8 d, h et 1). Dans l'intestin de souris, les facteurs de transcription GLI sont 
exprimes strictement au niveau du mesenchyme et du muscle sous-adjacent (Figure 8 d, h 
et 1), concordant avec la litterature (HUI et ai, 1997 et RAMALHO-SANTOS et al, 
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1 4 s e m 1 7 s e m 20 sem souris 
Figure 7: Expression de proteines effectrices de la voie de signalisation des 
Hedgehogs dans le developpement de la glande gastrique humaine 
L'immunofluorescence indirecte dirigee contre les proteines effectrices de la voie des Hh 
montre une localisation epitheliale de ces facteurs a-c(fflH),e-g(SHH),h-j(DISP),l-n 
(PTCHl),o-q(SMO))ainsi qu'une augmentation dans leur niveau d'expression pendant la 
morphogenese de la glande gastrique entre 14 et 20 semaines de gestation. L'expression 
a)des ligands IHH, e)et SHH et l)du recepteur Patched (PTCH1) est presente a 14 
semaines de gestation, h-i)celle du transporter Dispatched (DISP) et o-p)du recepteur 
Smoothened (SMO) est presente a 17 semaines de gestation. e,gj,n,q)L'expression de 
tous les effecteurs est retrouvee au niveau des cellules a mucus de surface et des cellules 
zymogeniques mais est absente des cellules parietales retrouvees dans le fond de la glande 
a 20 semaines de gestation. L/intestin de souris adulte est utilise comme controle, d)IHH 
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Figure 8: Expression des effecteurs intracellulaires Gli de la voie des Hedgehogs 
dans le developpement de la glande gastrique 
L'immunofluorescence indirecte dirigee contre les proteines de la famille GLI, des 
facteurs de transcription associes a la signalisation des Hh, montre une localisation 
epitheliale des trois molecules ainsi a-c(GLIl),e-g(GLI2),i-k(GLI3)) qu'une intensite 
croissante de leur expression dans la glande gastrique en developpement. e)GLI2 est le 
seul effecteur intracellulaire present a 14 semaines de gestation tandis que a-b)GLIl et i-
j)GLI3 sont exprimes a partir de 17 semaines de gestation. c,g,k)A 20 semaines de 
gestation, les GLI sont tous exprimes. b,f j)Les GLI sont tous retrouves au niveau des 
cellules a mucus de surface, des cellules du foveolae et des cellules zymogeniques mais 
sont absents des cellules parietales qui se retrouvent a la base de la glande. 
d,h,I)L'intestin de souris adulte est utilise' com me controle ou les trois facteurs de 
transcription GLI sont exprimes au niveau du mesenchyme et de la couche musculaire 
externe. 
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2000). Des 14 semaines de gestation, GLI2 (Figure 8e) est faiblement detectable au 
niveau de l'epithelium de surface de la glande gastrique. GLI1 (Figure 8b) et GLI3 
(Figure 8j) sont presents dans les cellules epitheliales de la glande gastrique a la 17e 
semaine de gestation et retrouves au niveau des couches musculaires a la 20e semaine de 
gestation (Figure 8 c et k). GLI2 et GLI3 ont des patrons d'expression d'intensite 
croissante avec l'age des extraits d'estomacs foetaux tandis que GLI1 semble atteindre un 
maximum d'expression a la 17e semaine de gestation. Dans tous les cas, la localisation 
des GLI est retrouvee au niveau des cellules a mucus de surface, des cellules du foveolae 
et des cellules zymogeniques mais ces facteurs sont absents des cellules parietales qui se 
retrouvent a la base de la glande gastrique. 
1.3. Genes cibles Bmp 
Les patrons d'expression de trois genes cibles directs de la voie de signalisation des Hh 
ont ete etablis par immunofluorescence indirecte dirigee contre les Bone Morphogenetic 
proteins (BMP) 2, 4 et 7. Les controles utilises sont des tissus d'intestin de souris adulte. 
Comme attendu, BMP2 (Figure 9d) est present dans le mesenchyme (VAN DEN BRINK, 
2007) tandis que la proteine BMP7 (Figure 9k) est absente puisqu'il n'est pas exprime 
dans l'intestin (MASSAGUE, 1990). BMP4 n'est pas visualise dans l'intestin de souris 
adulte puisque son expression est trop faible pour etre detectable par immunofluorescence 
avec l'anticorps utilise. Les trois proteines sont presentes dans l'estomac foetal humain, 
au niveau de l'epithelium de surface de la glande gastrique des 14 semaines de gestation 
(Figure 9 a, e et h). BMP4 est plus faiblement detecte que les deux autres BMP a la 14e et 
17e semaine de gestation (Figure 9 e et i). BMP2, est non seulement exprime dans les 
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intestin 
14 sem 17 sem 20 sem souris 
Figure 9: Expression de genes cibles Bmp de la voie des Hedgehogs dans le 
developpement de la glande gastrique 
L'immunofluorescence indirecte dirigee contre les proteines de la famille des Bone 
morphogenic proteins (Bmp2, Bmp4, Bmp7), qui sont des genes cibles directs de la voie 
des Hh, montre une localisation epitheliale des trois molecules ainsi a-c(BMP2),e-
g(BMP4),h-j(BMP7)) qu'une augmentation croissante de leur expression au niveau de la 
glande gastrique en developpement. a)Bmp2 est exprime a la jonction epithelium-
mesenchyme des 14 semaines de gestation. L'expression de Bmp4 est faible a e)14 et 
f)17 semaines de gestation mais tres forte a g)20 semaines. c,gj)Les trois BMP etudies 
sont exprimes au niveau des cellules a mucus de surface, des cellules du foveolae et des 
cellules zymogeniques mais sont absents des cellules parietales qui se retrouvent a la base 
de la glande. d)L'intestin de souris adulte est utilise comme controle et montre une 
expression mesenchymateuse pour BMP2. k)BMP7 n'est pas exprime au niveau de 
1'intestin. 
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cellules epitheliales de surface de la glande mais egalement a la jonction epithelium-
mesenchyme (Figure 9 a, b et c). Les trois genes cibles sont exprimes au niveau de 
l'epithelium gastrique et ont des patrons d'expression d'intensite croissante avec l'age des 
estomacs foetaux. La presence des BMP est observee dans les cellules a mucus de 
surface, les cellules du foveolae et les cellules zymogeniques. Ces proteines sont absentes 
des cellules parietales situees a la base de la glande gastrique. 
1.4. Proteines de la signalisation Hedgehog 
L'immunobuvardage de type Western a ete utilise afin de valider quantitativement les 
patrons d'expression des molecules de la voie de signalisation des Hh observes par 
immunofluorescence dans la glande gastrique en developpement. Les extraits proteiques 
totaux de tissus foetaux humains ages de 14 a 19 semaines ont ete utilises. L'expression 
proteique de DISP (120kDa) (Figure 10a) atteint un maximum entre 16 et 17 semaines de 
gestation. SHH (19kDa) (Figure 10b) et GLI2 (180kDa) (Figure 10c) ont des expressions 
croissantes entre 14 et 19 semaines de gestation et l'expression de BMP2 (45kDa) (Figure 
lOd) augmente entre la 16e et 19e semaine de gestation. L'actine (45kDa) a ete utilisee 
comme controle (Figure lOe). Les poids moleculaires observes correspondent a ceux 
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Figure 10: Expression de proteines impliquees dans la voie de signalisation des 
Hedgehogs dans le developpement de la glande gastrique 
L'analyse par immunobuvardage de type Western montre les patrons d'expression 
proteique de DISP, SHH, GLI2 et BMP2, de proteines impliquees dans la signalisation 
des Hh, dans la glande gastrique humaine entre 14 et 19 semaines de vie foetale. 
L'expression proteique de a)DISP (120kDa) est maximale entre 16 et 17 semaines de 
gestation. b)SHH (19kDa) et c)GLI2 (180kDa) ont des expressions croissantes entre 14 et 
19 semaines de gestation et d)BMP2 (45kDa) augmente entre la 16e et 19e semaine de 
gestation. e)L'actine (45kDa) est utilisee comme controle pour la quantite d'extraits 
proteiques. 
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2. Deletion tissulaire specifique de Shh dans le tube digestif murin 
Les etudes anterieures sur l'implication des Hh dans le developpement du tube digestif 
ont ete effectuees sur des modeles de deletions systemiques des molecules de la voie de 
signalisation des Hh et ces souris subissent une mort fcetale ou neonatale. Tenant compte 
du fait que ces modeles ne permettent pas 1'investigation des retombees d'une deletion 
tissulaire specifique au niveau du tube digestif et ne permettent pas 1'etude du role des Hh 
sur l'homeostasie, le deuxieme objectif de recherche etait le suivant: Evaluer les 
repercussions d'une deletion tissulaire specifique de Shh au niveau du tube digestif murin 
dans l'homeostasie de l'intestin adulte et dans la morphogenese et l'homeostasie de 
1'estomac. 
2.1. Deletion conditionnelle de Shh dans Perithelium intestinal 
Afin d'atteindre le premier volet du deuxieme objectif, soit d'analyser les effets de la 
deletion de Shh au niveau de l'intestin murin adulte dans l'homeostasie de ce dernier, une 
deletion conditionnelle du gene Shh strictement a l'epithelium de l'intestin et du colon a 
ete effectuee a l'aide du promoteur Villine. La determination des repercussions de la 
perte de Shh a ete realisee par des evaluations histologiques, de proliferation et de 
determination cellulaire ainsi que par 1'analyse des repercussions sur les couches 
musculaires par differentes techniques de coloration, d'immunohistochimie et 
d'immunofluorescence. Les souris analysees etaient agees entre 3 et 6 mois puisque les 
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phenotypes ne varient pas entre ces deux stades. Les memes phenotypes ont egalement ete 
observes chez des souris agees de plus d'un an. 
2.1.1. Validation de la deletion conditionnelle de Shh au niveau de 
Perithelium intestinal 
La validation du modele d'etude a ete realisee par immunobuvardage de type Western sur 
des extraits de proteines de jejunum. Chez trois souris controles ShhloxPI+, la proteine 
active de 19kDa de Shh est presente tandis que chez trois souris experimentales Villine-
Cre;SMloxP/loxP', une perte totale de la proteine active de Shh est observe (Figure 11) 
confirmant la perte de Shh a 1'epithelium de l'intestin. 
2.1.2. Expression de Ihh 
Indian Hegdehog (Ihh) est 1'autre membre des Hh retrouve au niveau du tube digestif. La 
localisation de ce dernier chez les souris experimentales Villine-Cre;ShhlmPn°xP a ete 
determinee par 1'immunofluorescence indirecte. Une tres faible expression epitheliale de 
Ihh au niveau de la villosite de la souris controle ShhloxP/+ est mise en evidence (Figure 
12a) et aucun marquage dans la crypte n'est present, concordant avec la litterature 
(JONES et al, 2006). Chez la souris experimental Villine-Cv&;ShhimP/]oxP, une 
augmentation de l'expression epitheliale de Ihh le long de la villosite est observe. Une 
relocalisation au niveau de la crypte, ou devrait normalement se trouver Shh, est 





Figure 11: Deletion conditionnelle de Shh au niveau de l'epithelium intestinal des 
souris experimentales Villine-Cre;Shhlo*p/loxP 
L'analyse par immunobuvardage de type Western sur des extraits proteiques de jejunum 
de souris a permis de valider le modele d'etude. La presence de la proteine active de Shh 
de 19kDa chez les trois souris controles ShhoxP/+ est observee. Chez les trois souris 
experimentales Villine-Cre;Shhlmm°xP, l'absence de la proteine active de Shh est 
constatee, confirmant la perte de Shh a l'epithelium de l'intestin. L'experience a ete 
realisee deux fois. 
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contrdle experimental 
Figure 12: Effet d'une deletion de Shh au niveau de l'epithelium intestinal sur 
1'expression de Ihh 
L'immunofluorescence indirecte dirigee contre Indian Hedgehog (Ihh), l'autre membre de 
la famille des Hh retrouve au niveau du tube digestif montre une tres faible expression 
epitheliale de cette proteine a)dans le jejunum chez les souris controles ShhlmP/+. b)Chez 
les souris experimentales V7//m*-Cre;S/?/?,oxP/loxP, une augmentation de 1'expression 
epitheliale est observee comparativement avec les souris controles ShhlmP/+ ainsi qu'une 
relocalisation cryptale (fleches rouges), ou devrait normalement se retrouver Shh, signe 
d'une possible compensation. n=2. 
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2.1.3. Axe crypte-villosite 
Les Hh sont connus pour avoir un role dans le maintien de 1'architecture villositaire 
(MADISON et ah, 2005). L'architecture de l'axe crypte-villosite des souris 
experimentales a ete analysee par coloration Hematoxyline et Eosine sur des coupes 
histologiques de jejunum. Chez la souris controle ShhioxP/+, le compartiment cryptal et le 
compartiment villositaire, sont bien dermis (Figure 13a). La souris experimentale Villine-
Cre;S/i/*loxP/loxP presente un allongement de la villosite de 1,5X (154% ± 9) (Figure 13b, 
fleche rouge) ainsi qu'un allongement de la crypte de 1,5X (149% ± 5) (Figure 13b, fleche 
bleue) comparativement a la souris controle. Les souris experimentales Villine-
Cre;SMloxP/loxP presentent egalement plusieurs plaques d'infiltration de cellules 
immunitaires qui affectent 1'architecture normale de l'axe crypte-villosite (Figure 13c, 
fleche rouge). 
2.1.4. Proliferation cellulaire epitheliale intestinale 
La proliferation cellulaire epitheliale intestinale sur des coupes histologiques de jejunum a 
ete etudiee par immunofluorescence indirecte dirigee contre le BrdU, un marqueur des 
cellules en proliferation. Les Hh sont connus pour leur role dans 1'inhibition de la 
proliferation cellulaire epitheliale puisque leur inhibition provoque une hyperproliferation 
au niveau l'epithelium de la villosite (MADISON et ai, 2004), Shh etant fortement 








Figure 13: Effet de la deletion de Shh au niveau de l'epithelium intestinal sur 
l'architecture de I'axe crypte-villosite des souris experimentales Villine-
Cre;SMIoxP/IoxP 
Des analyses histologiques du jejunum par coloration Hematoxyline et Eosine montrent 
b)un allongement villositaire de 1,5X (fleche rouge) et un allongement cryptal de 1,5X ( 
fleche bleue) chez les souris experimentales VMine-Cxc;Shhlmm°xP a)en comparaison avec 
les souris controles Shh^p/+. c)Plusieurs plaques d'infiltration de cellules immunitaires 
qui affectent l'architecture de l'axe crypte-villosite sont egalement presentes (fleche 
rouge) chez les souris experimentales Villine-Cre;ShIioxmmP. n=2. 
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Chez la souris controle Shh oxP/+ quelques cellules proliferatives au niveau des cryptes sont 
observees (Figure 14a, fleches rouges). Le nombre brut de cellules proliferatives est 
augmente de 2,5X (250% ±18) dans les cryptes des souris experimentales Villine-
Cre;SMloxP/loxP (Figure 14b, fleches rouges). 
2.1.5. Architecture des couches musculaires 
Chez la souris normale, la couche musculaire externe est composee d'une couche interne 
circulaire et d'une couche externe longitudinale. Les souris Shh'' et Ihh~' possedent une 
reduction du muscle circulaire interne (RAMALHO-SANTOS et al, 2000). 
L'architecture des couches musculaires externes chez la souris controle Shh]oxP/+ est 
visualisee par coloration Hematoxyline et Eosine sur des coupes histologiques de jejunum 
(Figure 15a, fleche rouge). L'epaisseur de la couche externe est reduite chez les souris 
experimentales Villine-Cxe;ShhXm?IXm¥ comparativement aux souris controles ShhloxPI+ 
(Figure 15b). Ce phenomene a ete evalue par immunofluorescence indirecte dirigee 
contre l'actine de muscle lisse, un marqueur des cellules musculaires, ou la diminution de 
l'epaisseur de la couche musculaire externe chez la souris experimentale Villine-
Cre;SMloxP/loxP est egalement observee (Figure 15d, fleche bleue) comparativement a la 
souris controle ShhloxP/+ (Figure 15c, fleche bleue). La diminution moyenne de la couche 




Figure 14: Effet d'une perte de Shh au niveau de {'epithelium sur la proliferation 
cellulaire epitheliale intestinale 
L'immunofluorescence indirecte dirigee contre le BrdU, un marqueur des cellules 
proliferatives epitheliales b)montre une augmentation de 2,5X du nombre brut de cellules 
en proliferation au niveau des cryptes du jejunum chez les souris experimentales Villine-
Cre;ShhlmPnmP (fleches rouges), a)comparativement avec les souris controles Shh]oxP/+ 
(fleches rouges). n=2. 
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controle experimental 




Figure 15: Effet d'une deletion de Shh au niveau de Perithelium intestinal sur 
1'architecture des couches musculaires 
Des analyses histologiques de 1'intestin par coloration He'matoxyline et Eosine exposent 
b)une diminution de l'epaisseur de la couche musculaire externe (fleche rouge) au niveau 
du jejunum des souris experimentales Villine-Cve;Shh] loxP/loxP a)en comparaison avec les 
souris controles S/?/zloxP/+ (fleche rouge). L'immunofluorescence indirecte dirigee contre 
l'actine de muscle lisse, un marqueur des cellules musculaires, d)montre egalement une 
diminution de l'epaisseur de la couche musculaire externe chez les souris experimentales 
Villifte-Cre;Shh loxP/loxP (fleche bleue) c)comparativement aux souris controles Shh[oxPI+ 
(fleche bleue). La reduction moyenne de la couche musculaire externe est de 0,4X. n=2. 
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2.1.6. Types de cellules epitheliales intestinales 
Chez la souris controle Shhox +, tous les types de cellules associees a l'epithelium 
intestinal sont presents soit; les cellules enterocytaires, enteroendocrines, caliciformes et 
les cellules de Paneth. Les cellules caliciformes, qui produisent du mucus acide, sont 
visualisables en bleu suite a la coloration au bleu d'Alcian sur des coupes histologiques de 
jejunum. Ces cellules matures se retrouvent le long de la villosite chez la souris controle 
(Figure 16a). Chez la souris experimentale Villine-Cre;ShhloxPn°xP, bien que tous les types 
cellulaires differencies soient retrouves au niveau epithelial, seul le type cellulaire 
caliciforme presente une modification (resultats non montres). En effet, le nombre total 
brut de ces cellules est augmente de 2X (198% ±13) chez la souris experimentale Villine-
Cre;S/z/*loxP/loxPen comparaison avec la souris contrSle 5MloxP/+(Figure 16b). 
2.2. Deletion conditionnelle de Shh au niveau de l'epithelium gastrique 
Afin d'atteindre le deuxieme volet du deuxieme objectif du projet de recherche, soit 
d'analyser les effets de la deletion de Shh au niveau de l'estomac murin dans la 
morphogenese et l'homeostasie de ce dernier, une deletion conditionnelle du gene Shh 
strictement dans l'epithelium de l'estomac, du foie, du pancreas et du colon a ete 
effectuee a l'aide du promoteur Foxa3. L'evaluation des repercussions de la perte de Shh 
a ete realisee par des analyses histologiques, de proliferation et de determination cellulaire 
ont ete realisee par differentes techniques de coloration, d'immunohistochimie et 
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Figure 16: Effet d'une deletion de Shh au niveau de l'epithelium intestinal sur les 
cellules caliciformes 
La coloration au bleu d'Alcian, qui colore les cellules caliciformes a mucus acide 
b)montre une augmentation de 2X du nombre brut de ces cellules au niveau du jejunum 
des souris experimentales VilIine-Cre;ShhloxPn°xP a)comparativement avec les souris 
contrdles ShhlmP/+. Less types de cellules associees a l'epithelium intestinal soit; les 
cellules enterocytaires, enterocndocrines et les cellules de Paneth ne sont pas modules 
chez la souris experimentale ViIline-Cre;ShhlmPnoxP (resultats non montres). n=2. 
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Des souris agees de 60 et 90 jours ont egalement ete analysees et presentaient des 
phenotypes semblables. 
2.2.1. Morphologie macroscopique de l'estomac 
L'analyse macroscopique des estomacs des souris experimentales Foxa3-Crc;ShhloxPn°xP a 
ete realisee. Le fundus, compose d'un epithelium pavimenteux, (Figure 17a, fleche bleue) 
des souris controles SMloxP/+ est bien visible ainsi que les replis caracteristiques de 
l'epithelium de la glande gastrique au niveau du corps (Figure 17a, fleche rouge). Les 
estomacs presentes ici ont ete coupes sur la longueur afin d'exposer l'interieur de ces 
derniers et la partie pylorique est absente. Chez les souris experimentales Foxa3-
Cre;SMloxP/loxP', une perte des replis gastriques est mise en evidence (Figure 17b, fleche 
rouge). Les estomacs de ces souris semblent, en general, plus petits que ceux des 
controles ShhloxPI+. De plus, la paroi des estomacs des souris experimentales Foxa3-
Cre;SMloxP/loxP semble plus epaisse, puisque le tissu de ce dernier est plus opaque. 
2.2.2. Validation de la deletion conditionnelle de Shh au niveau de 
l'epithelium gastrique 
La validation du modele d'etude a ete realisee par immunofluorescence indirecte sur des 
coupes histologiques de jejunum. Shh est retrouve partout au niveau de la glande 
gastrique chez la souris controle ShhloxP/+ (Figure 18a). A plus fort grossissement, 
l'intensite plus forte du signal de Shh a plusieurs endroits est associee aux cellules 
parietales (Figure 18c, fleche rouge) qui sont discernables des autres types de cellules 
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contrdle experimentale 
Figure 17: Morphologie macroscopique de l'estomac des souris experimentales 
n'exprimant pas Shh dans l'epithelium gastrique 
Les estomacs ont ete coupes sur la longueur afin d'exposer l'interieur de ces derniers et la 
fraction pylorique est manquante. a-b)La fleche bleue met en evidence le fundus, qui est 
compose d'un epithelium pavimenteux, est clairement distinguable par sa coloration 
blanche et a)les replis gastriques sont egalement visibles (fleche rouge) chez la souris 
contrSle ShtimP/+. b)Chez la souris experimentale Foxa3-Cw;ShtioxPn°xP, une absence des 
replis gastriques est raise en evidence (fleche rouge). De plus, il scmble que estomac de 
la souris experimentale Foxa3-Cre:ShhM*p soit plus petit et la paroi est plus epaisse 
(observable par la plus forte opacite du tissu de ce dernier). n=2. 
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gastriques par leur grosseur predominante, concordant avec la litterature (VAN DEN 
BRINK, 2007). Chez la souris experimentale Foxa3-Cre;ShhloxP/]oxV', une absence totale 
de Shh a l'epithelium gastrique est observe (Figure 18b), confirmant la perte de Shh au 
niveau de 1'epithelium de l'estomac. 
2.2.3. Expression de Ihh 
L'impact de la perte de Shh a l'epithelium de l'estomac sur l'expression de Ihh a ete 
evalue par immunofluorescence indirecte. Chez la souris controle ShhloxP/+, l'intensite 
d'expression epitheliale de Ihh augmente de faijon proximo-distale, concordant avec la 
litterature (WANG et al., 2002). Dans la region proximale du corps (Figure 19a) Ihh est 
localise dans le bas des glandes tandis que dans la distale du corps de l'estomac, le signal 
est retrouve dans toutes les regions de la glande (Figure 19c). Chez la souris 
experimentale Foxa3-Cre;Shh]oxPn°xP, dans la region proximale Ihh n'est pas exprime 
exclusivement dans le bas de la glande comme chez la souris controle ShhloxP/+. Ihh est 
plutot exprime de fagon uniforme le long de la glande dans cette zone chez la souris 
experimentale F<xra3-Cre;S/z/zloxP/loxP. Dans la portion distale du corps, l'intensite 
d'expression de Ihh chez la souris experimentale Foxa3-Cre;Shh oxP oxP est equivalente a 
celle rencontree chez la souris controle Shh]oxPI+ (Figure 19 b et d). 
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Figure 18: Deletion conditionnelle de Shh au niveau de l'epithelium gastrique des 
souris experimentales 
La validite du modele d'etude est confirmee par immunofluorescence indirecte dirigee 
contre le precurseur prote'ique et la proteine active de Shh. a)Chez la souris controle 
ShhXoxP/+ Shh est present au niveau des cellules epitheliales gastriques. c)A plus fort 
grossissement, les zones plus concentrees en expression de Shh sont associees aux 
cellules parie'tales (fleche rouge) chez la souris controle Shh]oxP/+. b)L'absence de Shh a 
l'epithelium de la souris experimentale Foxa3-Cre;ShhlMmox}1 confirme la perte de Shh au 




Figure 19: Effet d'une deletion de Shh au niveau de I'epithelium gastrique sur 
l'expression de Ihh 
L'immunofluorescence indirecte dirigee contre Indian Hedgehog (Ihh), l'autre membre de 
la famille des Hh retrouve au niveau du tube digestif, a,c)montre une augmentation de 
l'intensite d'expression epitheliale de facon proximo-distale dans le corps de 1'estomac 
chez la souris controle. a)Dans la region proximale, Ihh est restreint au fond de la glande 
tandis que de facon plus distale l'expression est uniforme dans la glande de la souris 
controle SMoxP/+. b,d)L'augmentation croissante de l'expression de Ihh sur l'axe 
proximo-distal est egalement notable chez la souris experiraentale FataJ-Cre;5A/j,oxP/]oxP. 
De plus, b)dans la region proximale, Ihh est plutot localise de facon uniforme partout dans 
re'pitheiium de la glande gastrique. Vimmunofluorescence a ete reaiisee en raeme temps 
et dans les memes parametres d'exposition sur les deux souris (controle ShhhnP/+ et 
experiraentale Foxa3-Cre;Shh]mPnmP) afin de pouvoir comparer l'intensite d'expression de 
Ihh. n=2. 
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2.2.4. Morphologie de la glande gastrique 
Les repercussions de la perte de Shh sur la morphologie de la glande gastrique en region 
proximale et distale a ete observe par coloration Hematoxyline et Eosine. Chez la souris 
controle Shh]mP/+, V axe foveolae-glande est bien etabli et, a plus fort grossissement, les 
cellules parietales, sont marquees en rose (Figure 20 a et c). Chez la souris experimentale 
Foxa3-Cre;Shhlo*p/lmP, 1'architecture des glandes est affectee (Figure 20 b et d), ces 
dernieres ont une perte de linearite et l'epithelium de surface est souvent recourbe. Le 
marquage rose associe aux cellules parietales n'est pas present chez la souris 
experimentale Fo;ca3-Cre;SMloxP/loxP (Figure 20 b et c, fleches rouges). 
2.2.5. Localisation de la zone proliferative 
La zone proliferative des cellules epitheliales gastriques se situe au niveau de l'isthme, 
dans le tiers superieur de la glande. Shh est connue pour avoir une implication dans la 
proliferation epitheliale au niveau de l'estomac (RAMALHO-SANTOS et al, 2000). Les 
cellules proliferatives dans la region proximale et distale de l'estomac ont ete observees 
par immunohistochimie dirigee contre le Ki-67, un marqueur des cellules proliferatives en 
phase Gl, S, G2 et M. Comme attendue, les cellules proliferatives de la souris controle 
ShhoxP/+ se situent au niveau de l'isthme (Figure 21a, crochet rouge). Chez la souris 
experimentale Foxa3-Cre;ShhloxPn°xV, ces cellules sont localisees dans le bas de la glande 
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Figure 20: Effet d'une deletion de Shh sur la morphologie de la glande gastrique des 
souris experimentales 
Les analyses histologiques de l'estomac proximal et distal par coloration Hematoxyline et 
Eosine a)montrent 1'architecture de l'axe foveolae-glande de la souris controle ShhioxP/+ et 
c)les cellules parietales sont marquees en rose pale (fleches rouges). b,d)Une 
modification de 1'architecture glandulaire est visualisable chez les souris experimentales 
Favni-Cre;5/j/7loxP/loxP. d)Egalement, le marquage rose associe aux cellules parietales 
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Figure 21: Localisation de la zone proliferative chez les souris e\ peri men tales Foxa3-
Cre;ShhloxPnoxP qui n'expriment pas Shh a 1'epithelium gastrique 
L'immunohistochimie dirigee contre le Ki67, un marqueur des cellules en proliferation, 
realisee sur l'estomac distal et proximal a)montre ces cellules au niveau de l'isthrae des 
souris controles ShhlmP/+ (crochet rouge). b)Chez les souris experimentales Foxa3-
Cre;Shh ox ox , les cellules en proliferation sont situees au bas de la glande gastrique et le 
nombre de cellules brut en proliferation n'est pas affecte (variation de 0,08% ± 0) (crochet 
rouge). n=2. 
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2.2.6. Cellules endocrines 
Les repercussions de la perte de Shh dans 1'epithelium gastrique proximal et distal sur les 
cellules endocrines a ete realisee par 1'immunofluorescence indirecte dirigee contre la 
chromogranine A, un marqueur des ces cellules. Chez la souris controle Shhox +, 
quelques cellules endocrines sont presentes au niveau de 1'epithelium des glandes (Figure 
22a). Ce nombre brut est diminue de moitie (0,5X) chez la souris experimentale Foxa3-
Cre;SMloxP/loxP (50% ± 7) (Figure 22b) et semble diminuer d'avantage dans les regions 
plus fortement affectees ou l'axe foveolae-glande est moins bien organise. (Figure 22c). 
2.2.7. Cellules a mucus du collet et cellules pre-zymogeniques 
La lectine Griffonia simplicifolia (GS-II) est un marqueur des cellules a mucus du collet 
retrouves au niveau du collet et des cellules pre-zymogeniques, presentes dans le 
compartiment glandulaire mais exclues de la base de la glande. L'implication de la perte 
de Shh a 1'epithelium dans la region proximale et distale de l'estomac sur ces deux types 
cellulaires a ete investiguee par immunofluorescence indirecte dirigee contre GS-II. La 
souris controle Shh ox + presente un marquage de la lectine au niveau du compartiment du 
collet et de la glande (Figure 23a). Chez la souris experimentale Foxa3-Cre;SMloxP/loxF', 
une relocalisation des ces cellules a la base de la glande ainsi qu'une secretion de GS-II 
dans le milieu extracellulaire (Figure 23b) sont constates. 
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Figure 22: Presence des cellules endocrines chez les souris experimentales 
L'immunofluorescence indirecte dirigee contre la chromogranine A, un marqueur des 
cellules endocrines permet de visualiser ces cellules dans l'estomac proximal et distal des 
souris contrSles Fo.xa3-Cre;Shhio*plloxP (a), chez les souris experimentales FoxaS-
Cre;S/z/?loxP/loxP, le nombre brut de cellules endocrines est diminue de moitie (0,5X) (b) et 
diminue d'avantage dans les regions plus fortes de disorganisation aichitecturale de la 




Figure 23: Relocalisation des cellules a mucus du collet et des cellules pre-
zymogeniques chez les souris experimentales Foxa3-Cre;ShhloxPflo,<p 
L'immunofluorescence indirecte dirigee contre la Griffonia Simplifonia II (GS-II), une 
lectine spe'cifique aux cellules a mucus du collet et aux cellules pre-zymogeniques, 
a)montre la presence de ces cellules au niveau du collet et de la base de la glande 
gastrique dans la region proximate et distale de l'estomac mais elles ne sont pas pre'sentes 
dans fond de la glande chez la souris controle ShhioxP/+. b)La souris experimentale 
Foxa3-Cve;ShhlmmmP a un marquage plus fort dans le fond de la glande mais absent de la 
region du collet et de la zone habituelle des cellules pre-zymoge'niques. Un phenomene 
de secretion de GS-II dans la lumiere de l'estomac des souris experimentales Foxa3-
Cre:Shh oxP/loxP est aussi mis en evidence. n=2. 
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2.2.8. Cellules parietales 
Shh est reconnu pour etre fortement colocalise avec les cellules parietales (VAN DEN 
BRINK, 2001). Ces cellules ont ete etudiees par immunohistochimie dirigee contre la 
pompe H+K+ATPase, un marqueur specifique des cellules parietales. Les cellules 
parietales dans l'estomac proximal et distal chez la souris controle ShhloxP/+ ne sont pas 
presentes au niveau de l'epithelium de surface mais tres visibles au niveau de l'epithelium 
glandulaire par la coloration brune du marquage (Figure 24a). Par contre, dans le cas des 
souris experimentales Foxa3-Cre;ShhloxPn°xP, aucune cellule parietale n'a ete detectee dans 
les regions ou 1'architecture etait fortement affectee (Figure 24b). Une tres faible quantite 
de cellules parietales est constatee dans les quelques regions ou 1'architecture glandulaire 
de la souris experimentale Foxa3-Cre;ShhloxP/ioxP n'est pas desorganisee mais ce nombre 
brut est tres reduit comparativement a la souris controle SMIoxP/+ (resultats non montres). 
2.2.9. Genes cibles Bmp 
Les Bmp sont des genes cibles directs de la voie de signalisation des Hh (KATOH et 
KATOH, 2005). L'expression proteique de ces genes cibles directs ont ete etudies par 
1'immunofluorescence indirecte au niveau de l'estomac proximal et distal. Dans le cas 
des souris controles ShhoxP+, l'expression de Bmp7 n'est pas restreinte a un type 
cellulaire et est retrouvee partout au niveau de l'epithelium gastrique (Figure 25a). 
Aucune modulation de Bmp7 n'est constatee chez les souris experimentales (Figure 25b). 
L'expression de Bmp2 est restreinte aux cellules a mucus de surface et aux cellules 
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Figure 24: Perte de cellules parietales chez les souris experimentales Foxa3-
Cre;SM,oxP/loxP 
L'immunohistochimie dirigee contre la pompe H+K+ATPase, un marqueur specifique des 
cellules parietales a)montre la presence de ces cellules partout le long de la glande a 
l'exclusion de l'epithelium de surface et du foveolae chez la souris controle Shh]mP/+ 
autant dans 1'estomac proximal que distal. b)L'absence totale de cellules parietales est 
clairement demontree chez les souris experimentales Fara..?-Cre;SMloxP/loxP. n=2. 
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marquage est perdu au niveau des cellules zymogeniques chez les souris experimentales 
Foxa3-Cre;S/i/iloxP/loxP et l'intensite de marquage dans les cellules a mucus de surface est 









Figure 25: Les genes cibles de la voie des Hh chez les souris experimentales Foxa3-
Cre;SMloxP/loxP 
L'immunofluorescence indirecte dirigee contre Bmp7 et Bmp2, des genes cibles 
principaux de la voie des Hh, presente 1'absence de modulation de Bmp7 entre la glande 
gastrique de la a)souris controle SMloxP/+ et celle de la b)souris experimentale Foxa3-
Cre;Shhm ox autant dans la region proximale que distale de Pestomac. c)Bmp2 est 
exprime autant a Pepithelium de surface chez la souris controle 5AAloxP/+ qu'au niveau des 
cellules zymoge'niqites mais d)chez la souris experimentale Foxa3-Cre;ShhlOKPnoxP, seui le 
marquage a la surface de la glande est present. n=2. 
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DISCUSSION 
1. Les patrons d'expression des proteines de la voie de signalisation Hh dans 
le developpement de la glande gastrique humaine 
La localisation precise de toutes les molecules de la voie de signalisation des Hh lors du 
developpement de la glande gastrique humaine n'etait pas connue a ce jour. Cependant, 
quelques travaux avaient rapporte, au niveau de l'estomac murin en developpement, la 
presence de quelques uns des membres de cette voie de signalisation lors de la 
morphogenese de la glande gastrique. En effet, a El 1.5 et El8.5 les effecteurs de la voie 
de signalisation, Ihh et Shh sont presents dans les cellules epitheliales gastriques et le 
recepteur Ptch est principalement retrouve au mesenchyme (SPENCER-DENE et al, 
2006 et RAMALHO-SANTOS et al, 2000) mais les patrons d'expression de ces 
proteines entre ces deux dates et dans les derniers jours de gestation chez la souris 
n'etaient pas connus. De plus, aucune information n'etait disponible sur la localisation 
des molecules de la voie de signalisation des Hh dans la glande gastrique foetale humaine. 
L'objectif de ce premier volet etait l'etablissement des patrons d'expression des Hh et des 
differents genes cles de cette voie de signalisation dans la glande gastrique humaine en 
developpement entre la 14e et la 20e semaine de gestation. 
Chez la souris, Shh et Ihh sont exprimes au niveau des cellules epitheliales gastriques des 
El 1.5 (RAMALHO-SANTOS et al, 2000). Disp est egalement retrouve dans 
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l'epithelium au meme stade de developpement murin (KAWAKAMI et al., 2002) Des la 
14e semaine de gestation, la presence de IHH et de SHH a ete detectee par 
immunobuvardage Western et par immunofluorescence indirecte dans les tissus 
d'estomacs foetaux humains. DISP n'a pas ete detecte avant la 17e semaine de gestation 
en immunofluorescence mais est present des 14 semaines par analyse Western. II est 
possible qu'a 14 semaines de gestation le signal de DISP soit trop faible pour etre detecte 
par immunofluorescence. La localisation de IHH, SHH et DISP retrouvee dans la glande 
gastrique foetale humaine correspond done aux observations faites dans la glande 
gastrique murine en developpement. Dans l'estomac murin, les recepteurs Ptch et Smo 
sont presents au niveau du mesenchyme puisque la voie de signalisation classique des Hh 
est paracrine (SPENCER-DENE et al, 2006). La presence de PTCH a ete detectee a la 
14e semaine de gestation et celle de SMO a la 17e semaine de gestation. Par contre, la 
localisation de ces recepteurs est differente a ce qui est evoque dans la litterature. En 
effet, leur expression est strictement epitheliale et ce, des la 14e semaine de gestation, 
suggerant que la voie autocrine et non paracrine serait activee dans la glande gastrique en 
developpement. Aucune expression au niveau du mesenchyme n'a ete observee. Nous 
pouvons exclure la possibilite d'une interaction non specifique de nos anticorps puisque 
les resultats obtenues avec les tissus d'intestin murin adulte sont identiques a ceux 
presentes dans la litterature (VAN DEN BRINK, 2007). Egalement, le pourcentage 
d'homologie entre l'humain et la souris pour la sequence reconnue par chacun des 
anticorps est eleve, variant entre 71% et 100% (Tableau 3). Ce resultat s'est avere une 
forte suggestion d'une activation de la voie autocrine des Hh dans le developpement ou le 
maintien de l'estomac. Une faible presence de PTCH au niveau des cellules 
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Tableau 3 : Sequences reconnues par les anticorps specifiques a la voie de 





















sequence reconnue (en acides amines) 
SELSGESLLIKTL 
(region C-terminale chez l'humain) 
EEGSFHPLGMSGAGS 




ESKAHIHCSKAENSVAAKSGGCFP (acides amines 41-200 
chez l'humain) 
KKINYQVDSWE 
(acides amines 269-279 chez la souris) 
SRTNLMEAELLDADSDF 








(acides amines 781-1080 chez l'humain) 
RSKVKTEPEGLRPAS 
(acides amines 374-387 chez l'humain) 
NEDESPGQTYHRERRNA 
(acides amines 41-57 chez l'humain) 
PSDEVLSEFELRLLSM 











(proteine recombinante humaine complete) 
LVFDITATSNHWVVNPR 
(region interne chez l'humain) 
% homologie entre 













epitheliales de la glande gastrique adulte humaine a ete documented, suggerant peut-etre 
un vestige de cette signalisation autocrine presente dans les stades fcetaux de 
developpement chez l'estomac adulte (BERMAN et ah, 2003). 
Une croissance dans 1'intensite du signal de ces molecules a ete detectee, indiquant peut-
etre un besoin croissant de la signalisation Hh lors de l'etablissement de l'axe foveolae-
glande qui s'installe entre la 12e et la 17e semaine de gestation (MENARD, 2004). Ce 
phenomene a ete confirme par immunobuvardage Western pour SHH et DISP, ce dernier 
atteint un maximum d'expression a la 17e semaine de gestation. Egalement, nous avons 
etabli que 1'expression de ces proteines etait exclue des cellules parietales retrouvees a la 
base des glandes. A ce jour, la signalisation Hh dans la glande gastrique en 
developpement n'a pas ete associee a un type cellulaire en particulier. Par contre, dans 
l'estomac adulte murin, Ihh est restreint aux cellules a mucus de surface (FUKAYA et ah, 
2006) et il y a une forte colocalisation entre Shh et les cellules parietales (VAN DEN 
BRINK et ah, 2001 et VAN DEN BRINK et ah, 2002). Chez l'humain, la presence de 
SHH dans les cellules parietales au niveau de l'estomac adulte a aussi ete observe (VAN 
DEN BRINK, 2007). Afin d'elaborer des conclusions sur ce phenomene de differences 
entre les patrons d'expression de Ihh et Shh entre l'humain et la souris, il nous faudrait 
etudier le patron d'expression de ces effecteurs dans les derniers jours de gestation. II est 
possible qu'un deplacement des patrons d'expression de ces proteines ait lieu avant la 
naissance. Une autre explication pourrait etre que le mecanisme qui implique les Hh dans 
le developpement de la glande gastrique rencontre chez l'humain est different de celui 
chez la souris suggerant un role differentiel de ces molecules entre ces deux especes au 
cours du developpement de la glande gastrique. 
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A 17 semaines de gestation, 1'expression des trois facteurs de transcription GLI on ete 
detectes. Par contre, GLI2 est present des 14 semaines de gestation. La presence des 
effecteurs et des recepteurs de la voie de signalisation des Hh a la 17esemaine de 
gestation, accompagnee de celle des effecteurs intracellulaires GLI, plus specifiquement 
de GLI1 qui est induit strictement par la signalisation Hh (HOOPER et SCOTT, 2005) 
suggere que la voie de signalisation de Hh ne serait activee qu'a partir de ce stade de 
developpement. Comme pour les recepteurs PTCH et SMO, les GLI devraient etre 
exprimes strictement au niveau du mesenchyme (ALTABA et al, 2007). Ces derniers 
sont retrouves seulement au niveau des cellules epitheliales gastriques dans les tissus 
humains fcetaux analyses, suggerant fortement qu'uniquement la voie autocrine serait 
activee a ce stade. Les patrons d'expression des GLI sont similaires a ceux que nous 
avons observes chez les effecteurs et recepteurs des Hh, appuyant le fait que cette 
signalisation est absente des cellules parietales. La voie de signalisation semblait etre 
d'avantage activee plus le developpement de la glande gastrique progressait, suggerant un 
role potentiellement important des Hh dans la morphogenese gastrique. 
Le resultat precedent a ete confirme par analyse Western de GLI2 qui presente 
effectivement une croissance d'expression proteique entre 14 et 19 semaines de gestation. 
GLI1 atteint un maximum d'intensite d'expression a la 17esemaine de gestation, suggerant 
la possibilite de roles differentiels des GLI dans le developpement de la glande gastrique. 
Ces roles n'ont pas ete documented dans la litterature. Par contre, il a ete demontre que 
dans l'intestin murin Gli3 est le facteur de transcription privilegie dans les premiers jours 
de developpement, indiquant peut-etre une activation preferentielle de differents facteurs 
de transcription Gli selon l'organe ou le stade de developpement (KIM et al., 2005). Dans 
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les tissus d'estomacs foetaux analyses, a la 20esemaine de gestation, les GLI sont 
egalement exprimes dans les couches musculaires sous-jacentes a l'epithelium de 
l'estomac, suggerant un role potentiel de la signalisation Hh dans le maintien du muscle 
gastrique humain. L'equipe de McMahon (RAMALHO-SANTOS et al, 2000) a constate 
une diminution de la couche musculaire interne circulaire dans le tube digestif chez les 
souris Ihh'~ et Shh'1', appuyant la possibilite d'un role des Hh dans le maintien des 
couches musculaire. Cependant, puisque la presence des recepteurs des Hh au niveau des 
couches musculaires n'a pas ete observee dans nos tissus foetaux, nous ne pouvons pas 
confirmer 1'activation de la voie de signalisation. 
BMP 2, 4 et 7 sont les principaux genes cibles directs actives par la signalisation Hh. Ce 
sont des morphogenes impliques dans l'organogenese et dans le developpement de 
plusieurs organes (KATOH et KATOH, 2005). Dans l'estomac murin en developpement, 
BMP4 est retrouve au niveau du mesenchyme (RAMALHO-SANTOS et al, 2000). En 
general, au niveau du tube digestif, les proteines BMP sont principalement retrouvees au 
niveau du mesenchyme (AUCLAIR et al, 2007) meme si l'ARN messager de la proteine 
Bmp2 peut etre egalement retrouve a l'epithelium (MADISON et al, 2005). Une 
presence des BMP principalement dans l'epithelium de l'estomac humain entre 14 et 20 
semaines de gestation, a ete observee. Ceci confirme 1'activation autocrine que nous 
avons prealablement etablie. La presence de BMP2 a la jonction epithelium-mesenchyme 
a egalement ete constatee, suggerant un role de ce dernier dans les interactions entre ces 
deux tissus. Les patrons d'expression des BMP sont similaires a ceux observes 
precedemment, c'est-a-dire; une augmentation croissante de l'intensite d'expression 
epitheliale entre la 14e et 20e semaine de gestation. Cette observation suggere 
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l'implication des genes BMP dans le developpement de la glande. L'immunobuvardage 
Western montre par contre que l'expression proteique de BMP2 augmente entre 16 et 19 
semaines de gestation. L'expression des BMP est absente a la base de la glande, venant 
etayer 1'absence de signalisation Hh dans les cellules parietales fcetales. Comme dans les 
cas precedents, nous pouvons exclure la possibilite d'un mauvais marquage ou un manque 
de specificite de nos anticorps puisque nos controles montrent des patrons d'expression 
similaire a ceux evoques dans la litterature (VAN DEN BRINK, 2007) et le pourcentage 
d'homologie entre la sequence humaine et murine reconnu par chacun des anticorps est 
tres eleve, variant entre 97% et 100% (Tableau 3). 
Les immunobuvardages de type Western realises sur quelques proteines de la voie de 
signalisation Hh nous ont permis de confirmer l'expression observe par 
immunofluorescence indirecte. II faut cependant noter ici que les extraits utilises sont des 
extraits totaux, done sans dissociation du mesenchyme. II faudrait done proceder a une 
dissociation des cellules epitheliales des cellules mesenchymateuses, pour s'assurer de 
1'activation strictement autocrine de la signalisation Hh. 
2. Les repercussions d'une deletion conditionnelle de Shh au niveau de 
Perithelium intestinal 
La perte de Shh au niveau de 1'epithelium intestinal des souris experimentales a provoque 
une augmentation de l'expression de Ihh dans l'epithelium de la villosite dans les tissus de 
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jejunum. L'expression de Ihh forme un gradient proximo-distal croissant dans l'intestin, 
etant plus fortement exprime au niveau de l'ileon (WANG et al, 2002), il devrait done 
etre faiblement exprime dans le jejunum. L'immunofluorescence dirigee contre Ihh 
suggere qu'il y a une delocalisation du signal de Ihh vers l'intestin proximal ou Shh est 
plus fortement exprime en situation normale puisque son patron d'expression le long du 
tube digestif est inverse a celui de Ihh. Nous avons egalement constate une presence 
cryptale de Ihh, cette proteine etant normalement absente de ce compartiment (JONES et 
al, 2006). C'est plutot Shh qui se retrouve normalement au niveau de la crypte. Ceci 
pourrait suggerer qu'un phenomene de compensation est initie par Ihh qui subit une 
relocalisation de son signal pour potentiellement contrer les effets de la perte de Shh. A 
ce jour, aucun phenomene de compensation entre Ihh et Shh n'a ete observe mais, etant 
donne la grande homologie de la sequence de leur gene respectif et les quelques roles 
redondants qui leurs sont egalement attribues dans la morphogenese gastrointestinale, 
(ZHANG et al, 2001) nous pouvons supposer que la perte d'un des membres pourrait 
engendrer une certaine compensation par l'autre membre. Cependant, plusieurs roles 
differents et complementaires au niveau du tube digestif ont egalement associes a Ihh et 
Shh, Ihh ne peux probablement pas assurer toutes les fonctions de Shh en absence de ce 
dernier. Par exemple, Shh est associe d'avantage associe au maintien du phenotype 
gastrique tandis que Ihh est plut6t associe a l'homeostasie de l'intestin et du colon puisque 
les souris Ihh'A demontrent, entre autres, une dilatation au niveau de ces organe et une 
diminution du muscle lisse circulaire. De plus, Ihh semble etre implique au niveau de la 
proliferation intestinale epitheliale puisque les souris Ihh'A ont une reduction marquee du 
nombre de cellules proliferatives dans la region intervillositaire a E18.5. Chez les souris 
Shh'A, l'estomac est caracterise par une hyperplasie epitheliale, accordant a Shh un role 
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dans l'inhibition de la proliferation des cellules epitheliales gastriques (RAMALHO-
SANTOS et al, 2000). Dans notre cas, Ihh pourrait etre implique dans le maintien de 
1'architecture villositaire puisqu'un role dans la morphogenese de la villosite lui est 
egalement attribue (RAMALHO-SANTOS et al, 2000). 
Un allongement villositaire et cryptal de 1,5X comparativement aux souris contr61es 
ShhloxP/+ a ete demontrees au niveau du jejunum des souris experimentales Villine-
Cre;5/r/iloxP/loxP. Ce phenomene concorde avec les travaux precedemment realises sur des 
souris neonatales de deletion classique de Shh qui presentaient un allongement villositaire 
et une occlusion duodenale (RAMALHO-SANTOS et al, 2000). II est possible que le 
role de Shh dans le maintien de 1'architecture de la villosite foetale soit conserve a l'age 
adulte. L'allongement cryptal que nous avons observe n'a cependant pas ete rapporte par 
ce groupe puisque leurs etudes ont ete faites sur des animaux d'age perinatal et la 
formation de la crypte murine a lieu dans les premiers jours apres la naissance. Nos 
resultats suggerent une implication de Shh dans le maintien de l'axe crypte-villosite, 
concordant avec les resultats de Gumucio qui a decrit 1'apparition de crypte ectopiques le 
long de la villosite suite a une inhibition des Hh par Hhip, un inhibiteur specifique des Hh 
(MADISON et al, 2005). II est important de noter que dans cette etude, Shh et Ihh 
etaient inhibes. Ces resultats ne nous permettent done pas de distinguer les effets 
attribues a Shh de ceux qui seraient causes par Ihh. 
La presence de nombreuses plaques d'infiltration de cellules immunitaires, qui 
desorganisent 1'architecture de l'axe crypte-villosite a ete notee. Ce phenomene pourrait 
s'expliquer par le fait qu'une deregulation de la signalisation Hh est connue pour etre 
rencontree lors de maladies inflammatoires au niveau de l'estomac et du colon ou pour 
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engendrer des phenotypes associes a ce type de desordre (NIELSEN et al, 2004). Par 
exemple, 1'apparition d'ulceres, qui est un phenomene inflammatoire au niveau de 
l'estomac est correlee a la perte de Shh. A ce stade-ci, nous ne pouvons pas affirmer que 
nos souris experimentales V///me-Cre;S7*/?loxP/loxP sont predisposees a 1'inflammation 
chronique sans stress inflammatoire. Cependant, il est interessant de constater que nous 
observons le recrutement de cellules inflammatoires, suggerant un role de Shh dans le 
maintien de l'etancheite de la barriere epitheliale via des effets possibles sur les 
complexes de jonctions apicales ou encore sur la polarite cellulaire. Ces molecules sont 
recrutees au site d'inflammation afin de combattre l'infection par les differents 
pathogenes qui peuvent etre presents. 
Nos resultats demontrent que la proliferation epitheliale intestinale est augmentee de 2,5 
fois chez les souris experimentales Villine-Cre;ShhoxP oxP, suggerant que Shh a un role 
dans l'inhibition de la proliferation et le maintien de la sous-unite cryptale. Nos resultats 
concordent avec ceux prealablement rapportes par les equipes de Gumucio et McMahon 
(RAMALHO-SANTOS et al., 2000 et MADISON et al, 2005) qui affirment que les Hh, 
et plus precisement Shh sont necessaires au maintien du compartiment cryptal et a la 
regulation des cellules souches proliferatives et des cellules progenitrices. La perte de 
Shh et l'inhibition de signalisation Hh provoque une augmentation de la proliferation et 
affecte l'architecture et la localisation de la crypte chez leurs modeles murins. Ce 
phenomene d'hyperproliferation est conserve chez les souris plus agees. En effet, 
l'inhibition de la signalisation Hh chez des souris adultes par la cyclopamine provoque 
une augmentation de la proliferation au niveau de l'estomac mais non au niveau du 
duodenum. Les effets sur les autres sections du tube digestif (intestin et colon) n'ont pas 
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ete decrits par ce groupe (VAN DEN BRINK et al, 2001). Par contre, puisqu'autant Shh 
que Ihh est inhibe, il est impossible de discerner la contribution specifique de chaque 
membre sur la proliferation. Ceci permet quand meme de supposer que la signalisation 
Hh, et ici plus precisement Shh, est non seulement essentielle a l'inhibition de la 
proliferation epitheliale intestinale foetale mais a egalement un role de regulation negative 
de la proliferation dans l'intestin murin adulte. Dans une autre optique, le facteur FoxMl 
est un gene cible de la voie des Hh qui est implique dans la migration cellulaire 
(LAOUKILI et al., 2009). L'allongement villositaire que nous observons pourrait etre en 
partie cause par une augmentation de la migration cellulaire via differents facteurs tels 
que FoxMl mais ce mecanisme reste a etre elucide. 
L'equipe de McMahon avait conclu que la perte de signalisation de Ihh ou Shh provoquait 
une diminution de la couche musculaire interne circulaire chez les souris neonatales 
deficientes en signalisation Hh (RAMALHO-SANTOS et al., 2000). Un phenomene 
semblable a ete observe chez nos souris experimentales adultes ou, une diminution de la 
couche musculaire externe a ete observee. Tandis que leurs modeles presentent seulement 
une diminution de la couche circulaire interne, nous observons une diminution au niveau 
des deux couches qui composent la couche musculaire externe, soit la couche circulaire 
interne et la couche longitudinale externe. Ceci suggere que Shh serait implique dans le 
maintien de 1'architecture musculaire adulte via ses effets sur les deux couches qui 
composent la couche musculaire externe. L'effet inverse, soit une augmentation de 
l'epaisseur de la couche musculaire est observe lorsqu'une expression ectopique de Shh 
est induite dans l'intestin de poulet, ou Bmp4 serait implique dans la restriction de la 
croissance mesodermique (ROBERTS et al, 1998). II est possible qu'un autre facteur 
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Bmp soit recrute chez le modele murin et que les divergences des effets provoques par ce 
dernier s'expliquent peut-etre par le fait que le mecanisme ne soit pas le meme entre ces 
deux especes ou encore que les autres Bmp ont des repercussions differentes sur les 
cellules musculaires. 
Tous les types cellulaires associes a l'intestin ont ete analyses et nous avons remarque que 
seules les cellules caliciformes etaient affectees en nombre par une perte epitheliale de 
Shh. Comme indique precedemment, l'expression des Hh n'est pas associes a un type 
cellulaire dans l'intestin mais plutot retrouves dans l'epithelium de la crypte pour Shh ou 
de la villosite pour Ihh. Dans notre modele de deletion conditionnelle de Shh, 
1'augmentation du nombre de cellules caliciformes permet de supposer que Shh est 
implique dans la maturation des cellules caliciformes par un mecanisme qui reste 
cependant a etre elucider. Dans la litterature, l'effet direct ou indirect de Shh sur les types 
cellulaires intestinaux n'a pas ete documente mais des evidences anterieures suggerent un 
role pour Ihh dans 1'inhibition de la differenciation des cellules de Paneth (VARNAT et 
al, 2006) phenomene que nous n'avons pas visualise ici. Notre laboratoire a demontre 
que Pten (Phosphatase and tensin homolog) est implique dans la differenciation des 
cellules caliciformes (LANGLOIS et al, 2009). Le mecanisme par lequel Shh controle la 
maturation des cellules caliciformes pourrait impliquer Pten mais cette avenue demeure a 
etre validee. 
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3. Les repercussions d'une deletion conditionnelle de Shh au niveau de 
1'epithelium de l'estomac 
Puisqu'un mecanisme de compensation par Ihh engendre par la perte de Shh dans 
1'epithelium intestinal etait rencontre chez les souris Villine-Cre;Shhl0,iPnmP que nous 
avons analysees, nous avons evalue si le meme phenomene se produisait dans 
1'epithelium de l'estomac. Le patron d'expression de Ihh dans la partie distale du corps 
de l'estomac chez la souris experimentale est similaire a celui que nous observons pour 
Shh chez la souris controle. Nous avons egalement constate un deplacement du signal de 
Ihh vers cette meme section qui exprime fortement Shh en condition normale (SPENCER-
DENE et ah, 2006). Cette expression ectopique de Ihh est peut-etre un signe d'une 
tentative de compensation puisque son signal se deplace et presente un patron 
d'expression similaire a celui de Shh. Les patrons complementaires de Shh et Ihh dans 
l'estomac murin sont importants dans la specification de l'estomac pavimenteux et 
glandulaire respectivement. A l'aide du modele murin Hoxa5'A, l'equipe de Jeannotte a 
constate que la perte de Hoxa5, exprime au niveau du mesenchyme, induit un 
deplacement du signal de Ihh vers l'estomac proximal tandis que celui de Shh se restreint 
d'avantage dans la region proximale et les patrons d'expression de Tgfpi (Transforming 
growth factor pi) et FgFlO (Fibroblast growth factor 10) sont egalement aberrants chez 
les souris Hoxa5';', ces derniers etant egalement impliques dans la regionalisation et 
specification des fonctions cellulaires gastriques. Hoxa5 serait done important dans la 
specification de l'estomac en assurant la restriction des domaines d'expression des 
molecules de signalisation (AUBIN et al, 2002). II est possible que, dans notre modele 
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murin experimental Foxa3-Cre;Shh ox ox , le emplacement de Ihh vers l'estomac proximal 
affecte la regionalisation de ces deux zones gastriques via un processus impliquant 
Hoxa5. II serait interessant de verifier l'expression des molecules Hoxa5, Tgfpi et FgFlO 
chez la souris Foxa3-Cre.;ShhloxPn°xP. L'expression de Ihh obtenu differe de celui 
precedemment enonce dans la litterature, soit que Ihh est restreint aux cellules a mucus de 
surface (FUKAYA et al, 2006). Puisqu'aucune autre etude n'associe Ihh a un type 
cellulaire en particulier, il est possible que cette difference soit causee par un manque de 
specificite de l'anticorps utilise par cette equipe ou encore par le fait que leurs analyses 
ont ete realisees principalement sur des extraits de tissus humains adultes et le patron 
d'expression de Ihh chez l'humain pourrait etre different de celui present chez le modele 
murin. 
Puisqu'une disorganisation de 1'architecture glandulaire a ete notee, nous avons verifie si 
les cellules proliferatives etaient affectees par la perte de Shh. La zone qui comporte les 
cellules souches proliferatives gastriques est delocalisee a la base des glandes des souris 
experimentales et le decompte cellulaire ne montre pas d'hyperproliferation. Shh est 
associe a 1'inhibition de la proliferation dans l'estomac foetal murin, (RAMALHO-
SANTOS et al, 2000). Par contre, Shh semble avoir un role different sur les cellules 
proliferatives gastriques chez la souris adulte et semblerait plutot etre implique dans la 
localisation et le maintien de la zone proliferative sans toutefois affecter le nombre de 
cellules proliferatives. Les divergences entre nos resultats et ceux deja enonces peuvent 
se rapporter encore au fait de la possibilite d'un effet systemique dans les modeles 
utilises. De plus, une mauvaise expression de Shh dans le tube digestif en developpement 
du poulet suite a une infection retrovirale provoque une des surcroissances semblables a 
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des masses strictement au niveau du mesenchyme dans les zones ou une expression 
ectopique de Shh est presente. Cette augmentation de proliferation mesenchymateuse 
chez le poulet est une consequence de 1'induction de Bmp4 par Shh. Bmp4 est retrouvee 
dans le mesenchyme de toutes les sections du tube digestif en developpement qui 
presentent une expression ectopique de Shh, sauf au niveau de l'estomac presomptif 
(ROBERTS et ah, 1998). Dans l'estomac, il est possible qu'un autre facteur Bmp ou 
encore des genes cibles du cycle cellulaire tels que Ccn d2, dl et b2 (LUM et BEACHY, 
2004 et KATOH et KATOH, 2005) soient recrutes dans le processus de proliferation et 
que leurs effets soit au niveau de 1'epithelium. 
Une diminution de moitie (0,5X) du nombre brut de cellules endocrines a ete observee. 
Nous pouvons supposer que Shh est implique dans la differentiation de ces cellules et 
aurait un role dans la reponse hormonale associe a ce type cellulaire puisque ces cellules 
vont secreter plusieurs hormones telles que la gastrine, 1'histamine et la somatostatine. 
Ces hormones servent a controler plusieurs processus physiologiques tel que la secretion 
de HC1 (FRIIS-HENSON, 2006). La litterature a rapporte une secretion de Shh associee a 
une stimulation par l'histamine (ZAVROS et ah, 2008), il est possible que la perte de Shh 
soit correlee a la diminution de la production d'histamine. Cette baisse d'histamine 
pourrait se traduire par une baisse des cellules endocrines qui la secrete. La gastrine est 
egalement reconnue pour activer la secretion de Shh (ZAVROS et al, 2007) et le meme 
raisonnement que pour l'histamine peut etre pose dans ce cas-ci. La presence de ces 
hormones devra etre verifiee dans nos analyses futures afin d'analyser leurs variations 
d'expression. 
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Nos resultats montrent une delocalisation des cellules a mucus du collet et les cellules pre-
zymogeniques vers la base de la glande. Ceci suggererait un mauvais positionnement des 
compartiments du collet et de la base, ce qui appuie nos resultats precedents ainsi que 
ceux presentes dans la litterature sur 1'implication de Shh en tant que mediateur de la 
polarite dans le positionnement des compartiments fonctionnels de la glande gastrique, 
c'est-a-dire dans l'etablissement de l'axe foveolae-glande (VAN DEN BRINK, et ah, 
2001). La necessite des Hh dans la polarite cellulaire dans l'embryogenese precoce et la 
morphogenese de plusieurs systemes tel que le systeme nerveux central est bien 
documented (BEALES, 2006). II ne faut cependant pas oublier que notre analyse ne 
permet pas de discerner les cellules a mucus du collet des cellules pre-zymogeniques et ne 
donne aucune indication si les cellules zymogeniques atteignent la maturite. L'equipe de 
Merchant a montre que la pepsine A, qui est la forme clivee de la pepsine produite par les 
cellules zymogeniques, serait intimement liee a la production de la forme active de Shh et 
de sa secretion epitheliale (ZAVROS et al,. 2007). II est possible que la perte de Shh 
induit une baisse de l'hydrolyse du pepsinogene, puisque la demande pour la pepsine A 
est diminuee, et ultimement une diminution fonctionnelle ou un retard de maturation de ce 
type cellulaire par manque de signaux stimulateurs. 
L'immunohistochimie dirigee contre la pompe H+K+ATPase a confirme la perte de 
cellules parietales que nous avions observee par coloration a l'hematoxyline et a l'eosine. 
En effet, une perte totale de cellules parietales a ete rencontree dans l'ensemble de la 
glande gastrique dans nos souris experimentales Foxa3-Cre;ShhioxPI oxP. Dans les regions 
plus faiblement affectees, ou nous avons trouve des glandes ou l'architecture glandulaire 
n'etait que faiblement desorganisee, nous avons constate un tres faible nombre de cellules 
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parietales, largement en minorite comparativement a ce qui a ete observe chez les souris 
controles ShhoxP/+. Ce resultat est la premiere evidence que Shh est non seulement 
colocalise au niveau des cellules parietales (VAN DEN BRINK et ai, 2001) mais a un 
role determinant dans leur differenciation. Dans une etude precedente, l'analyse de 
cellules parietales en culture a montre que Shh serait un mediateur de quelques uns des 
effets que le EGF exerce sur les cellules parietales soit, entre autre, 1'augmentation de 
l'ARN messager de la pompe H+K+ATPase via le recrutement du facteur de transcription 
Gli2 (STEPAN et ai, 2005). Ce mecanisme peut potentiellement Sire le meme dans la 
regulation de l'activite des cellules parietales dans l'estomac murin. La voie d'Akt 
(TODISCO et ai, 2001 et STEP AN et al,2004), reconnue pour son implication cruciale 
dans la determination et la differenciation de ce type cellulaire semble egalement etre en 
relation avec Shh en influencant ce dernier, il serait done interessant de verifier le niveau 
d'activation de la voie Akt dans les cellules parietales des souris experimentales Foxa3-
Cre;,SMloxP/loxP. Dans un autre ordre d'idee, comme la secretion de Shh est stimulee en 
milieu gastrique a pH acide (ZAVROS, 2008), il serait probable que Shh puisse jouer un 
role dans le maintien de l'acidite gastrique via son influence sur les cellules parietales. II 
y a une absence d'expression des effecteurs de la signalisation Hh dans les cellules 
parietales fcetales humaines mais leur presence dans ces memes cellules est rencontree 
chez l'adulte humain et murin. Ceci s'explique peut-etre par le fait que de fagon prenatale 
chez l'humain, les effets de la signalisation Hh sur les cellules parietales soit assuree par 
la secretion de SHH par les cellules zymogeniques mais qu'apres la naissance les cellules 
parietales vont secreter elles-memes SHH. 
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A 30 jours apres la naissance, nos souris experimentales ne presentaient pas de fagon 
concluante des caracteristiques metaplasiques autant au niveau morphologique et dans 
l'expression de marqueurs associes. Des etudes anterieures ont demontre que Shh etait 
important pour le maintien du phenotype gastrique (RAMALHO-SANTOS et al, 2000 et 
KIM et al, 2005). La litterature sur la regulation de la voie de signalisation Hh lors de 
cancers qui tirent leur origine de metaplasie intestinale est contradictoire, certains 
associant une augmentation de Shh a la metaplasie intestinale tandis que d'autres 
affirment le contraire (VAN DEN BRINK et al, 2002 et LEE et al, 2007). II est alors 
plus convenable de dire qu'une deregulation de la voie de signalisation de Shh est 
associee a ce type de metaplasie. Dans notre cas, nous ne pouvons pas conclure que la 
perte de Shh engendre une metaplasie intestinale a ce stade, il faudrait par contre analyser 
des souris plus agees afin de determiner si la metaplasie apparait pendant le 
vieillissement. 
La perte d'acidite dans la lumiere de l'estomac est associee a une atrophie gastrique qui 
mene ultimement a une gastrite et des cancers (ZAVROS, 2008). La perte de Shh a deja 
ete documented lors d'atrophie gastrique (SHIOTANI et al, 2005). Plus tot nous avons 
evoque l'interaction possible entre la gastrine et Shh, et les modeles murins qui 
n'expriment pas la gastrine presentent une perte de secretion d'acide et des phenotypes 
d'atrophie ou de gastrite (FRIIS-HANSEN, 2006) et la gastrine elle-meme est reconnue 
pour son implication dans la carcinogenese (WATSON et al, 2006). A la lumiere de ces 
evidences, nous pouvons emettre l'hypothese que nos souris experimentales pourraient 
avoir une predisposition a la gastrite, possiblement due a leur perte de secretion d'acide. 
II faudrait alors analyser des specimens plus ages pour voir si le phenotype s'intensifie. 
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Ceci pourrait suggerer que Shh joue un role dans l'inhibition du processus atrophique 
gastrique et pourrait agir en tant que mediateur dans les etapes initiatrices de la 
carcinogenese gastrique. Le mecanisme par lequel ce processus serait enclencher peut 
potentiellement passer par une deregulation des voies qui sont impliquees dans la 
proliferation et la differentiation cellulaire gastrique soit: EGF, FGF, Wnt, TGF-a et 
amphireguline (BEAUCHAMP et al, 1989, CHEN et ai, 1993 et NAM et al, 2007) qui 
sont reconnues pour egalement interagir avec la voie des Hh et sont consideres comme 
des facteurs anti-atrophiques (ZAVROS et al, 2008). 
Nos resultats demontrent que la signalisation des Hh dans la glande gastrique murine ne 
passe pas par Bmp7 dans notre modele d'etude et l'expression de Bmp2 est perdue dans 
les cellules zymogeniques et a mucus du collet. Ceci suggere que la contribution de la 
signalisation Hh dans le maintien de l'homeostasie de l'estomac murin adulte ne passe pas 
principalement par les Bmp qui sont reconnus comme etant des genes cibles directs de la 
voie des Hh. Nous ne pouvons pas conclure que le patron d'expression de Bmp2 observe 
chez nos souris mutantes Foxa3-Cre;ShhloxPn°xP est un effet direct de la perte de Shh ou un 
effet indirect suite a la perte de 1'organisation du compartiment fonctionnel de la glande. 
Aussi, nous devrons analyser les effets de la perte de Shh sur l'expression de l'autre gene 
cible de la famille Bmp retrouve dans 1'epithelium gastrique soit Bmp4 qui est reconnu 
pour son implication dans 1'interaction epithelium-mesenchyme dans l'estomac 
(BITGOOD et MCMAHON, 1995, HOGAN, 1996 et ROBERTS et al, 1998) afin de 
determiner si cette molecule est impliquee. Nous pouvons supposer que les effets que 
nous avons observes peuvent passer par un ou une combinaison des autres genes cibles 
directs des Hh tels que Ccnd2 ou FoxMl. 
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CONCLUSION 
L'ensemble des travaux a permis de realiser des progres importants dans 1'acquisition des 
connaissances sur 1'implication de la signalisation des Hedgehogs dans la morphogenese 
et le maintient de l'epithelium gastrique et intestinal ainsi que sur les patrons d'expression 
des proteines Hh et leur effecteurs dans le developpement de la glande gastrique foetale 
humaine. 
D'abord, l'analyse des patrons d'expression des effecteurs de la voie de signalisation des 
Hh a permis de constater que non seulement ces molecules sont presentes des 14 semaines 
de gestation dans la glande gastrique humaine en developpement mais elles sont 
strictement presentes dans l'epithelium au niveau des cellules a mucus de surface, du 
foveolus et aux cellules zymogeniques. Nos resultats suggerent que les proteines de la 
voie de signalisation des Hh sont en place pour exercer un role dans le developpement et 
l'etablissement de la glande gastrique humaine. De plus, la voie autocrine semble etre la 
seule impliquee, contrairement a la voie classique paracrine presente dans l'intestin murin 
et humain en developpement. Cette evidence de l'activation d'une voie non classique des 
Hh dans le developpement d'un organe, n'a jamais ete presentee. Cela pourrait etre un 
phenomene unique a la glande gastrique humaine. Egalement, l'approfondissement des 
connaissances sur les patrons d'expression normaux de ces molecules dans le 
developpement de la glande gastrique pourrait ultimement mener a une meilleure 
comprehension de leur dereglement dans les pathologies associees a l'estomac tel que 
1'inflammation. 
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Ensuite, les resultats suggerent que Shh joue un role dans le maintien de l'homeostasie 
intestinal adulte. En effet, Shh semble etre un determinant dans la regulation du devenir 
cellulaire des cellules caliciformes ainsi que dans la proliferation epitheliale intestinale. 
Des etudes plus approfondies par analyse de l'expression des genes cibles directs dans la 
signalisation Hh (Bmp, Ptch, Ccnd2), permettront de mieux cibler le role de Shh, les 
mecanismes empruntes pour maintenir l'homeostasie intestinale ainsi que sa contribution 
specifique dans les pathologies digestives telles que 1'inflammation et la carcinogenese. 
Les divergences entre les resultats presentes ici et ceux obtenus avec les souris Shh'A et 
Ihh'A pourrait s'expliquer par le fait que la deletion classique ne permet pas de discerner si 
les effets rencontres sont le resultat de la perte systemique ou specifique de l'un ou 1'autre 
ligand Hh. La deletion conditionnelle specifique est plus appropriee a ce type d'etude. 
Enfin, Shh est implique dans la morphogenese de la glande gastrique, plus precisement 
dans l'etablissement et le maintien de l'axe foveolae-glande sans agir sur la proliferation 
epitheliale gastrique ou le maintien du phenotype gastrique. Nos resultats demontrent 
egalement que Shh est non seulement associe aux cellules parietales, mais qu'il est 
intimement lie a ces dernieres puisque la perte de Shh entraine une disparition de ce type 
cellulaire. Shh est done un determinant cle dans la differentiation des cellules parietales. 
L'avancement des connaissances associees a leurs interactions permettra sans doute de 
mieux comprendre 1'implication des Hh dans les desordres gastriques tels que les gastrites 
et les cancers, ces derniers etant souvent associes a une perte d'acidite gastrique. II serait 
egalement interessant d'evaluer les troubles gastriques chez les souris Foxa3-
Cre;SMloxP/loxP neonatales et plus agees afin de determiner si les phenotypes rencontres 
99 
sont amplifies chez des souris plus agees ou sont presents des la naissance. La generation 
de souris Foxa3-Cte;Smo permettra d'evaluer les repercussions d'une perte totale 
de la signalisation Hh dans l'epithelium de la glande gastrique. 
En resume, a la lumiere de nos resultats, nous avons demontre que Shh a un role 
specifique dans la morphogenese du tractus gastrointestinal et dans le maintien de 
l'homeostasie du tractus gastrointestinal. L'etablissement de ces roles differents au 
niveau de l'intestin et de l'estomac de la souris adulte, a ete rendu possible grace a 
l'ablation specifique de Shh au niveau de l'epithelium de l'intestin ou de l'estomac. 
L'ensemble des resultats presente dans ce travail temoigne de 1'importance de la 
signalisation des Hh dans le tube digestif, autant dans l'etablissement des muqueuses 
gastriques que dans le maintien de l'integrite de l'epithelium de l'intestin et de l'estomac. 
La poursuite de 1'etude des roles des molecules de la signalisation Hh permettra de mieux 
comprendre leur implication physiologique et ultimement permettra la mise au point de 
strategies therapeutiques ciblant les Hh dans les pathologies associees a un desordre de 
1'architecture des axes gastrointestinaux. 
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